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Uber die Bedeutung von Ionen fir die Muskelfunktion. 


9 Mitteilung. 


Der Einflu8 verschiedener Anionen auf die Milchsaurebildung 
und den Phosphorsaurewechsel im Muskelbrei. 


Von 


George Emil Selter. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am %. Januar 1927.) 


Seit langem ist bekannt, daf die Kontraktion eines Muskels 
begleitet ist vom Auftreten verschiedener Siiuren. So wiesen 
Fletcher und Hopkins!) im Jahre 1906 das Auftreten von 
Milchsiure und Kmbden und seine Mitarbeiter?) im Laufe 
des letzten Jahrzehnts die Bildung anorganischer Phosphor- 
siure bei der Muskeltiitigkeit nach. Ks hegt demnach nahe, 
die Ursache der Muskelkontraktion in diesen chemischen Vor- 
gingen zu erblicken.*) 

Kiir die Phosphorsiiure ist ein Auftreten synchron mit 
der Muskelkontraktion nachgewiesen, die Milchsiurebildung im 
Augenblick der Kontraktion ist um ein Vielfaches geringer. 


1) Fletcher u. Hopkins, Jl. of Physiol. Bd. 35, S. 247 (1906). 

2) Embden und Mitarbeiter, Diese Zs. Bd. 43 (1914). 

®) Nach den Feststellungen Meyerhofs an der Hexosediphosphor- 
siiure und verschiedenen Hexosemonophosphorsiiuren, sowie nach un- 
verOffentlichten Untersuchungen Fischers und Irvings an der Muskel- 
hexosemonophosphorsiure (dem Lactacidogen) sind diese Kohlehydrat- 
ester wesentlich stiirker dissoziierte Siiuren als die anorganische Phos- 
phorsiiure. Dem entspricht auch ihr Verhalten bei der elektrometrischen 
Titration, so dab die Spaltung des Lactacidogens in Phosphorsiiure und 
Kohlehydrat, die bei jeder einzelnen, Muskelzuckung nachweisbar ist, 
nicht zu einer Steigerung, sondern zu einer Minderung der H-lonen- 
konzentration fiihrt. Um cine Siiurebildung handelt es sich also nur 
beim Auftreten der Milchsiiure, nicht bei jenem der Phosphorsiiure. 


Hoppe-Seyler’s, Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXYV. 1 
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Beide Siiuren haben nach den Untersuchungen aus dem 
hiesigen Institut eine gemeinsame Muttersubstanz: das Lact- 
acidogen, eine Hexosemonophosphorsiiure, die bei der Kon- 
traktion in Phosphorsiiture und Milchsiure zerfillt. 

Unmittelbar nach oder noch wihrend der Kontraktion 
wird das Lactacidogen durch Veresterung der Phosphorsiiure 
mit Hexose wieder autgebaut. 

In den. letzten Jahren wiesen Embden und seine Mit- 
arbeiter') nach, daB der Lactacidogenwechsel durch Ionen- 
zusatz in weitestem MaBe beeinfluBbar ist. Und zwar lieBen 
die einzelnen Salze sich ihrer Wirkung nach in einer Reihen- 
folge ordnen, die der Hofmeisterschen lyotropen Reihe ent- 
spricht: Die quellungsbegiinstigenden Ionen fiihrten zu einer 
Begiinstigung der Lactacidogenspaltung, wihrend die ent- 
quellenden Jonen eine Steigerung der Lactacidogensynthese 
bewirkten. Ferner zeigte sich, dab jene lonen, welche nach 
den Untersuchungen von Carl Schwarz?) die Arbeitsfihigkeit 
des rohrzuckergelihmten Muskels wiederherstellen, die Lact- 
acidogenspaltung um so mehr begiinstigen, je vollstindiger ihre 
wiederherstellende Wirkung ist. 

Wihrend die Untersuchungen iiber die ionale Beeinflussung 
des Phosphorsiiurewechsels im Muskel sehr zahlreich sind, 
sind solche iiber die Milchsiurebildung bedeutend seltener. 
Schon bevor die Arbeiten iiber den IoneneinfluB auf den Phos- 
phorsiiurewechsel erschienen, hatten O. Meyerhof?*) und 
F. Laquer *) unabhiingig voneinander den EinfluB zugesetzter 
Kohlehydrate auf die Milchsiurebildung unter gleichzeitigem 
Zusatz von Phosphat untersucht, und waren zu gleichen Re- 
sultaten gekommen, Spiter untersuchten dann Kmbden, 
Abraham und Lange®) die Einwirkung des Fluorids und 


1) Embden wu. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, 8. 243 (1924); 
H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, 5. 196 (1924); H. Lange, Diese 
Zs. Bd. 187, S. 105 (1924). 

*) C. Schwarz, Pfliigers Arch. Bd. 117, 8. 161 (1907). 

*) O. Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 188, 5. 114 (1921). 

4) F. Laquer, Diese Zs. Bd. 116, 8. 169 (1921). 

‘) Embden, Abraham u. Lange, Diese Zs. Bd. 136, 5. 308 (1924). 
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Lange?) jene verschiedener Kationen, besonders des Calciums, 
auf die Milchsiurebildung im Froschmuskelbrei. 

Die Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es, die Milch- 
siurebildung unter dem Kinflu& verschiedener Ionen zu ver- 
folgen. Namentlich erschien es von vornherein als wichtig, 
festzustellen, ob diejenigen lonen, dic die Restitution des rohr- 
zuckergelihmten Muskels begiinstigen und parallel damit eine 
Beschleunigung der Phosphorsiiureabspaltung herbeifiihren, einen 
cleichsinnigen KinfluB auf die Milchsiiurebildung besitzen. 

Die in der vorliegenden Arbeit mitzuteilenden Versuche 
geniigen zwar nicht zu einer eindeutigen Beantwortung dieser 
Wrage, zeigen aber, dab Beschleunigung der Phosphorsiiure- 
abspaltung durchaus nicht mit vermehrter Milchsiiurebildung 
verbunden sein mub. Dab es tatsiichlich Umstiinde gibt, die 
die synthetische Phase des Lactacidogenwechsels hemmen, geht 
big zu einem gewissen Grade schon aus einer vergleichenden 
Betrachtung der oben erwihnten Untersuchungen von Meyer- 
hot und Laquer hervor. Meyerhot, der bei niedriger Tem- 
peratur arbeitete, sah zugesetzte Kohlehydrate sehr viel voll- 
stiindiger in Milchsiiure itibergehen, als Laquer, der seine 
Untersuchungen bei héheren Temperaturen anstellte, bei denen, 
wie wir seit den Versuchen von Hmbden und Lehnartz? 
und weiteren wissen, gerade die synthetische Phase des Lact- 
ucidogenwechsels friihzeitig geschidigt wird. 

In einer ebenfalls schon oben kurz erwihnten Arbeit von 
Kmbden, Abraham und Lange?) zeigte es sich, da’ sehr 
starke Natriumfluoridlésungen, welche fast die Gesamtmenge 
der anorganischen Phosphorsiiure unter Veresterung mit Kohle- 
hydrat zum Verschwinden bringen, kemerlei Abspaltung von 
Milchsiiure zulassen, ja sogar zu einem geringen Verschwinden 
von Milchsiiure fiihren kénnen. Bei schwiicheren Konzen- 
trationen trat, obwohl auch sie noch zu einer Lactacidogen- 
synthese fiihrten, eine Milchsiiurebildung ein. Die starkste 
Lésung verhinderte also jede Lactacidogenspaltung, schwiichere 


') H. Lange, Diese Zs. Bd. 137, 5. 105 (1924). 
*) Embden u. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, S. 243 (1924). 
3) Embden, Abraham u. Lange, a.a. O., 
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Lésungen fiihrten zwar noch zur Synthese, waren aber nicht 
in der Lage, die gleichzeitig verlaufende Dissimilation hintan- 
zuhalten. Unter ein und demselben ionalen KinfluB kann also 
sleichzeitig Phosphorsiiure verschwinden und Milchsiiure sich 
bilden. 

Diese Feststellungen sind auch geeignet, uns wertvolle 
Kingerzeige fiir die Beurteilung der chemischen Vorgiinge bei 
der Kontraktur und der Starre des Muskels zu geben. Sie 
zeigen, dab es verfehlt ist, aus dem Verhalten der Phosphor- 
siiure weliczehende Schliisse auf dasjenige der Milchsiiure zu 
ziehen. 

Methodik. 

Die Anordnung der Versuche hielt sich in ihren Haupt- 
ziigen an die bisher fiir diese Untersuchungen tibliche Methodik. 

Die in ihrer Kinwirkung auf die Milchsiurebildung im 
Muskelbrei zu untersuchenden Salzlésungen wurden in Krlen- 
meyerkélbchen, die mit Gummistopfen verschlossen waren, 
abpipettiert (jeweils 10 ccm), und das mit der Fliissigkeit be- 
schickte Gefif analytisch gewogen. Der Muskelbrei wurde 
aus den Biceps femoris vom Kaninchen oder aus der Muskulatur 
von Froschhinterschenkeln hergestellt. Ks wurden der mieg- 
lichsten Gleichartigkeit wegen in der tiherwiegenden Mehrzahl 
der Versuche Esculenten verwandt. Nur bei den Versuchen 10, 
11 und 12 war ich auf Temporarien angewiesen. 

Die Kaninchen wurden aus den HalsgefiiBen entblutet, 
moglichst rasch abgehiiutet und ein ausreichendes Muskelstiick 
entnommen, Die Frische wurden durch Durchtrennung der 
Wirbeilsiiule in der Lumbalgegend und sofort anschlieBende 
Dekapitation getétet, die Hinterschenkel abgetrennt, enthiiutet 
und mit der Schere die ganze Muskulatur abgeschnitten. Die 
Zerkleinerung erfolgte auf eisgekiihlter Glasplatte mit der 
Schere, der gréBeren Schnelligkeit wegen meist unter Hilfe 
eines Assistenten. 

Dann wurden auf einer Handwage méglichst gleiche 
Portionen des Muskelbreies rasch abgewogen und in die Glis- 
chen eingefiillt und zwar so, daB der Brei am Glase oberhalb 
der Fliissigkeit haften blieb. Erst nachdem die Muskulatur 
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in alle Glischen eingefiillt und ihr genaues Gewicht durch 
eine zweite analytische Wiigung festgestellt war, wurde durch 
leichtes rotierendes Schiitteln der Kélbchen der Brei in die 
Salzlésung versenkt und in ihr méglichst fein verteilt. Sotort 
danach wurden die K6lbchen in ein Wasserbad von der ‘Tem- 
peratur der strémenden Wasserleitung verbracht. 

Auber den Ansiitzen mit den zu untersuchenden Salz- 
lésungen wurden auch solehe zur Ermittlung der notwendigen 
Vergleichswerte hergestellt. So wurde jeweils der zu Ver- 
suchsbeginn vorhandene Gehalt des Muskelbreies an freier 
Phosphorsiiure und an Milchsiiure ermittelt. Dieser Wert ist 
in folgendem kurz als ,.A-Wert* bezeichnet. Durch 2 stiindiges 


So 


Stehen in jiger Loésung von Natriumbicarbonat bet emer 


‘Temperatur von 40° © wurde das Lactacidogen gespalten und 
aus der Differenz des so ermittelten B-Wertes und des A-Wertes 
der Gehalt der Muskulatur an Lactacidogen-Phosphorsivure, 
sowie ferner die gleichzeitig eingetretene Milchsiiurezunahme 
ermittelt. 

Die Ansittze mit Salzlésungen enthielten in manchen Ver- 
suchen noch Zusiitze von Glykogen oder Natriumbicarbonat. 
Minzelheiten hieriiber sind in den 'Tabellen aus Spalte 18 er- 
sichtlich. Um den KinfluB dieser Zusiitze auf den Milchsiiure- 
und Phosphorsiiurewechsel festzustellen, wurde ein Ansatz her- 
gestellt, der die Zusitze ohne das zu untersuchende NSalz 
enthielt. Dieser ist kurz als ,,Vergleichswert“  bezeichnet. 
Krfolgten keine weiteren Zusiitze zur Salzlésung, so wurde der 
Vergleichswert in reinem Wasser ermittelt. Analog hierzu 
enthielt der Ansatz zur Hrmittlung der Milchsiurebildung bei 
40°C kein Natriumbicarbonat oder Glykogen, wenn die Salz- 
lésungen solches nicht enthielten. Sowohl dieser wie auch der 
b-Wert sind in den Tabellen als ,40°-Wert“ bezeichnet. 

Nach Ablaut der Expositionszeit (Spalte 3) wurden die 
fermentativen Prozesse durch Zusatz von 10 cem 4 °/iger Salz- 
siiure unterbrochen, und kurze Zeit danach die Fiillung nach 
Schenck durch Zufiigen von genau 10 com einer 5 °/,igen 
Sublimatlésung vollendet. In den A-Versuchen wurde der 


Muskelbrei sofort in Salzsiiure eingebracht und die Fillung 
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mit Quecksilberchlorid erst nach dem Zusatz von 10 ccm 
Wasser ausgefiihrt. 

Nach der Fiillung verblicben die Ansiitze mindestens 
8 Stunden, fast immer jedoch iiber Nacht, an einem dunklen, 
kithlen Platz, in der Mehrzahl der Versuche im EKisschrank. 
Nach Ablauf dieser Zeit, wiihrend der sie mehrfach gut durch- 
geschiittelt wurden, wurden die Fliissigkeiten durch Filtration 
von Muskulatur und KEiweili betfreit, das Quecksilber durch 
Kinleiten von Schwefelwasserstoft gefillt und nach Entfernung 
des Quecksilbersulfids durch Durchleiten eines schwachen Lu(t- 
stromes der iiberschiissige Schwefelwasserstoff ausgetrieben. In 
genau gemessenen, aliquoten ‘eilen dieses Filtrats wurden 
Phosphorsiiure und Milchsiiure bestimmt. 

Die Phosphorsiiure wurde unmittelbar in gemessenen 
Teilen des entquecksilberten Schenckfiltrates als Strychnin- 
phosphomolybdat bestimmt. In einem gleichartigen Teil des 
Wiltrats wurden die Kohlehydrate durch Kupferkalkfallung 
entfernt und nach dem Verfahren von vy. Fiirth und Charnass 
in der von Hirsch-Kauffmann') mitgeteilten Art unter Be- 
niitzung der von Kmbden*) angegebenen Verbesserungen 
die Milchsiiure bestimmt. 


Versuchsergebnisse. 

Die Ergebnisse meiner Untersuchungen sind in den bei- 
gegebenen Tabellen zusammengestellt. Aus den Spalten t— 4 
sind Datum, Versuchsdauer und Temperatur und aus Spalte 5 
das untersuchte Salz ersichtlich. In den Spalten 5, 6 und 7 
sind die Kontrollwerte (,,A-“, ,,40°-* und ,,Vergleichswert“) an- 
gegeben, in den Spalten 9—12 finden sich die Ergebnisse der 
Kinwirkung der untersuchten Salzlésungen in den im kopt 
der einzelnen Kolonnen angegebenen Konzentrationen. In der 
gleichen Rubrik untereinanderstehende Zahlen geben die Kr- 
gebnisse von Doppelbestimmungen wieder. Die Resultate der 
Phosphorsiiurebestimmungen, als H,PO, berechnet, sind in 


'! H. Hirseh-Kauffmann, Diese Zs. Bd. 140, S. 25 (1924). 
*) G. Embden, Diese Zs. Bd. 143, 8S. 207 (1925). 
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Kursivdruck wiedergegeben. In Spalte 18 endlich tinden sich 
Angaben iiber weitere Zusiitze zu den Salzlésungen. 


A. Untersuchungen an weiber WKaninchenmuskulatur. 

Zwei Versuche dieser Art sind in ‘Tab. | zusammengestellt. 
lun Versuch 1 wurde am gleichen Material der Kinflub you 
Natriumechlorid und Natriumbromid untersucht. © Phosphor- 
siurebestimmungen wurden hier nicht ausgefiihrt. Im Ver- 
gleichsversuch mit Natriumbicarbonat und Glykogen (Spalte 7) 
stieg die Milchsiture von etwas mehr als 0,31°/, (A-Wert, 
Spalte 5) auf iiber 1,3°/, an. Zusatz von Natriumehlorid in 
m/t- und m/5-Lisungen bewirkte eine deutliche Hemmunyg 
der Milchsiurebildung; in m/25-Lésunge war es ohne deutlicher 
KinfluB und fiihrte in m/125-Lésung zu einer geringfiigigen, 
kaum auberhalb der Fehlergrenze der Bestimmung gelegenen 
Steigerung der Milchsiiurebildung. Natriumbromid eigte in 
m/t- und wohl auch in m/25-Lésung eine geringe hemmende 
Wirkung, in m/5- und m/25-Lésung war ein deutlicher Minflub 
nicht feststellbar. 

In Versuch 2 war der Milchsiiuregehalt im = Vergleichs- 
wert von beinahe der gleichen GréBbe wie in Versuch 1. Natrium- 
chlorid zeigte auch hier in den stiikeren Konzentrationen 
seinen hemmenden HinfluB, der auch ino m/25-Lésung noch 
deutlich ausgepriigt war. In m/125-Lésung dagegen war es 
vollkommen unwirksam. Auch in bezug auf die Phosphor- 
siurebildung zeigte sich in diesem Versuche Natriumcehlorid 
in m/125-Lisung als unwirksam, in m/1-Lésung als deutlich 
spaltungshemmend. In m/5- und m/25-Lésungen erwies sich 
das gleiche Salz im Gegensatz zu seinem hemmenden H’nilut 
auf die Milchsiiurebildung als begiinstigend fiir die Phosphor- 
situreabspaltung. Natriumbromid zeigte sich mit Ausnahme 
von m/125-Lisung, die sich als unwirksam erwies, als die 
Milchsiiturebildung deutlich hemmendes Salz. In m/1-Losung 
fiihrte es zu geringem Verschwinden von anorganischer Phos- 
phorsiiure, deren Abspaltung es in m/5-Liésung noch hemmte, 
in den noch niedrigeren Konzentrationen jedoch deutlich be- 


schleunigte. 
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Material: 


Muskelbrei 


Tabelle lI. 
aus m, 


biceps femoris (Kaninchen). 











Datum 





Exposition 


Dauer | Temp. 


83 Std. 


3 Std. 


> Std. 





17°C 


17°C 


A-Wert 


0,311 
0,317 d 





0,425 


0,266 








0,142 
0,136 


0,344 


40°-W ert 


1,582 


0,595 


Material: 


0.740 
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Ver- 
gleichs- 
wert 


NaCl 
1,326 
1,347 
NaBr 


NaCl 
1.3854 


DBS0O0 
NaBr 








Tabelle II. 


m/1 


),829 
0,846 


1,177 


0, 928 
0,272 


m/5 | m/25 


1,291 


- 1,358 


216 
0,350 


1,006 1,223 
0,291 | 0,822 


Muskelbrei von Rana esculenta. 


N: aBr 
0,624 
0,580 


0,376 








0,647 
0,642 


0,36 


0,654 
0,614 


0,388 


0, 127 
0,130 


V,0SS 


O.147 
0,092 


Salzlésungen y. d. Konzentration 


0,803 


6 
1,338 





0,318 


0/286 
),261 


ae 
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Zusiitze 


Simtliche Ansiitze 
a 
"le NaHCO, 
+0 0,4 " Glykogen 





Zusiitze wie bei 


Versuch 1 


Simtliche Ansiitze 
enthielten 
2°/, NaHCO, 
+0,4°/, Glykogen 
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Beide Salze erwiesen sich demnach durchaus nicht als 
gleichsinnig auf Phosphorsiiure- und Milchsiurebildung wirk- 
sam, auch lag die Wirkung ein und desselben Salzes in ver- 
schiedenen Konzentrationen keineswegs in der gleichen Rich- 
wie die Natriumbromidansiitze in Versuch 2 besonders 


tung, 


deutlich zeigen. 


B. Untersuchungen an Muskelbrei von Rana esculenta. 

In dem in Tab. If dargestellten Versuche wurde die Kin- 
wirkung yon Natriumbromid und Natriumfluorid aut das gleiche 
Material untersucht. Die Milchsiurebildung im Vergleichs- 
wert ist in diesem Versuche, wie bei allen weiteren an Frosch- 
muskulatur, bei weitem nicht so groB wie in der Kaninchen- 
muskulatur; doch ist hier zu beriicksichtigen, daB in diesen 
Versuchen kein Zusatz von Glykogen erfolgte. Natriumbromid 
zeigte hier nur einen geringen Hinflub auf die Milchsiiure- 
bildung, denn alle Bestimmungen mit Bromidzusatz legen 
mehr oder weniger nahe an dem Vergleichswert. Auf den 
Phosphorsiiurewechsel wirkte es in m/1-Liésung leicht spaltungs- 
hemmend und in m/d- und m/25-Lésung leicht spaltungs- 
beférdernd. Ganz anders verhielt sich, wie nach den eingangs 
erwihnten Versuchen von Embden, Abraham und Lange!) 
zu erwarten war, das Natriumfluorid, In m/5- und m/25- 
Lésungen hemmte es die Milchsiurebildung absolut, fiihrte 
sogar in der ersteren Lésung zu einem geringen Verschwinden 
von Milchsiiure. In m/125-Lésung hemmte es deren Bildung 
noch sehr stark, wiihrend es in allen untersuchten Kon- 
zentrationen ein sehr betrichtliches Verschwinden von an- 
organischer Phosphorsiure herbeifiihrte, am stiirksten in den 
beiden stiirksten Loésungen. 

In Tab. III ist eine Reihe von Versuchen zusammen- 
gestellt, die mit Natriumchlorid und Natriumsulfat unternommen 
wurden. 

In Versuch 4 lieB sich bei m/100-Natriumchloridlésung 
ein EKinfluB auf die Milchsiurebildung nicht nachweisen, da- 


 Embden, Abraham u. Lange, a. a. O. 
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gegen hemmte sie die Phosphorsiiureabspaltung. M/;1- und 
m/20-Lésungen hemmten die Milchsiurebildung, wihrend m/4- 
Lésung eine deutliche Verstiirkung derselben bewirkte, wobei 
der gleiche Wert wie bei 40° erreicht wurde. M/20-Liésung 
hatte auf die Phosphorséiureabspaltung einen leicht hemmenden 
Kinflu8, withrend m/4-Lésung jede Abspaltung verhinderte und 
m/1-Lésung sogar zu einem erheblichen Verschwinden von 
anorganischer Phosphorsiure fihrte. 

Die gleiche Wirkung zeigte m/4-Natriumsulfatlésung. Eine 
m/20-Lésung dieses Salzes verhinderte die Abspaltung von 
Phosphorsiiure fast vollig, und auch noch in m/100-Lésung 
zeigte sich eine deutliche Hemmungswirkung. Die Milchsiure- 
bildung wurde durch m/100-Liésung dieses Salzes nicht deutlich 
beeinfluBt, in den beiden héheren Konzentrationen jedoch er- 
heblich verstirkt und zwar derart, daB sie bei m/4-Lésung 
den 40° Wert wesentlich iibertraf. | 

Kin ihnliches Ergebnis hatte Versuch 5. Natriumchlorid 
blieb in m/100-Lésung ohne Einflu® auf die Milchsiiurebildung, 
in m/20- und m/1-Lésung zeigte es hemmende, in m/4-Liésung 
dagegen stark verstiirkende Wirkung. Andererseits fiihrte 
m/1-Natriumchloridlésung zu einem Verschwinden von anorga- 
nischer Phosphorsiure, deren Abspaltung es in m/4-Liésung 
leicht hemmte, in m/20-Lésung unbeeinfluBt lie8 und in m/100- 
Lésung um ein Geringes begiinstigte. 

Auch Sulfat verhielt sich in diesem Versuche ganz iihnlich 
wie im vorigen. M/4-Lésung fiihrte zu iiber den 40° Wert 
hinausgehender Milchsiurebildung unter gleichzeitigem Ver- 
schwinden anorganischer Phosphorsiure, withrend m/20- und 
m/100-Lésungen bei ganz geringer Hemmung der Milchsiure- 
bildung eine deutliche Verminderung der Phosphorsiiure- 
abspaltung herbeifiihrten. 

Bei dem folgenden Versuch 6 unterblieb versehentlich ein 
Ansatz zur Bestimmung der Milchsiurewerte in reinem Wasser, 
so daB fiir die Milchsiurebildung in Natriumchloridlésungen 
ohne Natriumbicarbonat der Vergleichswert fehlt. Es ist aber 
auf den ersten Blick ersichtlich, da ohne Pufferung die 
Milchsiurebildung hinter derjenigen in gleichen Salzlésungen 
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mit Zusatz von Natriumbicarbonat zuriickbleibt. In ge- 
puffertem System zeigte in diesem Versuche Kochsalz in 
m/20-Liésung keinen EinfluB auf die Milchsiiurebildung, in 
m/100-Lisung fiihrte es eine geringe Verminderung, in m/1- 
und m/4-Lésungen eine erhebliche Verstiirkung der Milch- 
siurebildung herbei. In m/1-Liésung bewirkte Natriumchlorid 
unter Pufferung, wie in allen vorherigen Versuchen, starkes 
Verschwinden freier Phosphorsiiure. In m/4-Lisung war es 
von leicht hemmender und in m/20- und in m/100-Lésungen 
von geringer verstirkender Wirkung auf die Phosphorsiiure- 
abspaltung. 

Versuch 7 wurde in ganz iihnlicher Weise angestellt. In 
ungepufferten Losungen fiithrte m/4- und m/20-Natriumchlorid 
zu deutlicher und m/100-Natriumchlorid zu geringer Hemmung 
der Milchsiéurebildung, wihrend m/1-Lisung ohne EHinflug 
blieb. Die Phosphorsiiureabspaltung wurde durch m/1-Koch- 
salzlésung stark und durch m/100-Lésung nur wenig gehemmt; 
die dazwischen liegenden Konzentrationen fiihrten dagegen zu 
vermehrter Bildung freier Phosphorsiiure. In gepuftferten 
Lésungen war Natriumchlorid durchweg ohne merklichen Kin- 
fluB auf die Milchsiurebildung. In den schwicheren Konzen- 
trationen war auch die Phosphorsiureabspaltung wenig beeintfluBt, 
wihrend in m/i-Konzentration deutliches Verschwinden, in 
m/4-Lisung Hemmung der Abspaltung von Phosphorsiiure zur 
Beobachtung gelangte. 

Meine Versuche mit Natriumchlorid fiihrten also bei Ver- 
suchen mit ungepufierten Lésungen in solchen Konzentrationen, 
die den von Embden und Lehnartz’) angewandten ihnlich 
waren, ebenso wie bei den Untersuchungen dieser Autoren zu 
beschleunigter Lactacidogenspaltung, wiihrend die Kinwirkung 
der gleichen Lisungen in gepuflerten Milieu umgekehrt 
Spaltungshemmung bewirkte. 

Versuch 8 vergleicht Natriumchlorid und Natriumsulfat. 
Natriumchlorid erwies sich in m/100- und m/20-Lésungen als 
unwirksam, in m/4-Lésung als beschleunigend und in m/1- 





1) Embden u. Lehnartz, a.a. O. 
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Lésung als hemmend aut die Milchsiurebildung. Demgegen- 
iiber fiihrte m/1-Kochsalzlésung zu deutlichem Verschwinden 
von Phosphorsiure, deren Abspaitung durch m/4- und m/20- 
Lésungen mehr oder weniger stark gehemmt und durch 
m/i100-Lésung héchstens um ein Geringes verstirkt wurde. 
Sulfat zeigte auch in diesem Versuch den gleichen Einfluf 
wie in allen vorhergehenden. Ks fiihrte in m/4-Liésung zu 
deutlicher, in m/20-Lésung zu geringer Verstirkung der Milch- 
siurebildung, deren Steigerung in m/100-Lésung innerhalb der 
Hehlergrenze der Bestimmung liegt. In dieser letzten Kon- 
zentration war Sulfat ohne EinfluB auf den Phosphorsiure- 
wechsel, waihrend es die Abspaltung dieser Siiure in m/20- 
Lésung stark hemmte. In m/4-Liésung fiihrte es zu starker 
Lactacidogensynthese. 

Den gleichen Einflu&8 auf den Phosphorsiurewechsel hatte 
das Sulfat auch in ungeputierten Lésungen, wie aus den Er- 
gebnissen des Versuches 9, in dem nur Phosphorsiurebestim- 
mungen ausgefiihrt wurden, hervorgeht. Dieser Versuch zeigt, 
daB die synthesebegiinstigende Wirkung des Sulfats unter 
Putierung erheblicher ist, als ohne Pufferung, ein Verhalten, 
das fiir andere Anionen bereits in Untersuchungen Deutickes!) 
festgestellt wurde. 


C. Untersuchungen an Muskelbrei von 
Rana temporaria. 

Diese Versuche, die mit Natriumrhodanid und Kalium- 
oxalat unternommen wurden, sind in T'ab. [VY zusammengestellt. 
Ich zog das Kaliumsalz der Oxalsiiure seiner besseren Léslich- 
keit wegen dem Natriumsalz vor. Da Ialiumpermanganat 
Rhodan in schwefelsaurer Lisung in Blausiure iiberfiihrt, welche 
die Titration stéren muBte, war seine Beseitigung notwendig.”) 

1 H. J. Deuticke, aa. O. 

*) Diese gelang ohne weiteres durch Ausfiillung mit Silbernitrat in 
den entquecksilberten Lésungen. Das tibersehiissige Silber wurde durch 
Schwefelwasserstoff entfernt, und nach dessen Beseitigung die Kupfer- 
kalkfillung wie gewéhnlich vorgenommen. In mehreren, besonders an- 
gestellten Versuchen habe ich mich davon itiberzeugt, dab bei An- 
wendung dieser Methodik richtige Milchsiurewerte erhalten werden. 
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Versuch 10 zeigt die Kinwirkung des Natriumrhodanids 
in ungepufferten und gepufferten Lisungen. Ohne Putierung 
hemmte Rhodan in allen untersuchten Konzentrationen die 
Milchsiiurebildung in starkem MaBe; unter Pufferung ist diese 
starke Hemmung nur in m/l- und m/4-Liésung eingetreten, 
withrend m/20-Lésung ohne Einflu8 blieb und m/100-Lisung 
zu deutlicher Verstiirkung der Milchsiiurebildung fiihrte. Die 
Phosphorsiiurebildung wurde ganz entsprechend den Angaben 
von Embden und Lehnartz?) in allen Rhodankonzentrationen 
mit Ausnahme der m/1-Liésung erheblich verstirkt, In ge- 
pufferten Milieu zeigt die Phosphorsiureabspaltung ein eigen- 
artig unregelmiBiges Verhalten, das im einzelnen aus der 
Tabelle hervorgeht. 


Versuch 11 und 12 sind analoge Untersuchungen iiber die 
Kinwirkung des Kaliumoxalats. In Versuch 11 fiihrte Oxalat 
in allen Konzentrationen sowohl mit wie ohne Pufferung zu 
absoluter Hemmung der Milchsiiurebildung, nur in m/100- 
Lésung unter Pufferung ist eine ganz geringe Vermehrung 
der Milchsiiure eingetreten. Auf das Verschwinden von 
Milchsiiure in den schwiicheren Oxalatkonzentrationen soll 
nicht niher eingegangen werden; nur sei darauf hingewiesen, 
daB unter den von mir gewihlten Versuchsbedingungen 
keine strenge Anaerobiose bestand. In allen Lésungen 
fiihrte Oxalat zu einem mit fallender Konzentration geringer 
werdenden, aber schr betriichtlichen Verschwinden yon Phos- 
phorsiure, womit frithere Versuchsergebnisse Deutickes?) 
bestatigt werden. 


In Versuch 12 zeigte sich der gleiche EHinfluB des 
Oxalats auf den Phosphorsiiurewechsel wie in Versuch 11; 
sein hemmender Einflu8 auf die Milchsiurebildung ist in 
diesem Versucle etwas weniger ausgeprigt, doch ist in 
allen Ansi&tzen noch eine iiberaus starke Hemmung fest- 
zustellen. 


1) Embden u. Lehnartz, a.a. O. 
*) H. J. Deuticke, a.a. O. 
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Zusammenfassung. 


Die Milchsiurebildung ist, ebenso wie der Phosphorsiure- 
wechsel im Muskelbrei, durch Zusatz von Ionen in stiirkstem 
Mae beeinfluBbar. 

Der EinfiuB eines bestimmten Salzes auf die Milchsiure- 
bildung entspricht keineswegs immer demjenigen auf den 
Phosphorsiurewechsel in der Muskulatur. Assimilation und 
Dissimilation des Lactacidogens kénnen nebeneinander statt- 
finden, so daB bei starkem Verschwinden von Phosphorsiure 
eine erhebliche Milchsiurebildung vor sich gehen kann. Voll- 
stindige Hemmung der Milchsiurebildung tritt anscheinend 
nur dann ein, wenn das zugesetzte Salz jegliche Abspaltung 
von Phosphorsiure aus Lactacidogen, also jegliche Dissimilation, 
verhindert. Dies ist nach friither ver6ffentlichten Untersuchungen 
von Embden, Abraham und Lange’), sowie nach meinen 
Ergebnissen bei Verwendung starker Lésungen von Natrium- 
fluorid und auch in den von mir angestellten Versuchen mit 
Kaliumoxalat der Fall. Das Maximum der Milchsiiurebildung 
wird keineswegs bei maximaler Begiinstigung der Phosphor- 
siureabspaltung erreicht. Das ist ohne weiteres verstindlich, 
da far die Umwandlung von Kohlehydraten in Milchsiure, 
deren intermediire Bindung an Phosphorsiure, eben die assi- 
milatorische Phase des Lactacidogenwechsels, notwendig ist. 

Die Wirkung eines Salzes ist nicht in allen Konzen- 
trationen die gleiche. Hin und dasselbe Salz kann in ver- 
schiedenen Konzentrationen sowohl zu Lactacidogensynthese 
fiihren, wie auch die Phosphorsiiureabspaltung aus Lactacidogen 
hemmen oder férdern. Ebenso kénnen verschieden starke 
Lésungen ein und desselben Salzes die Milchsiurebildung ent- 
weder ganz oder teilweise hemmen, aber auch mehr oder 
weniger verstiirken. 

Ks ist hiernach nicht angiingig, aus dem Verhalten der 
Phosphorsiure unter bestimmten ionalen Bedingungen Schliisse 
auf das Verhalten der Milchséure zu ziehen. 





1) Embden, Abraham u. Lange, a.a. O. 
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Uber das Verhalten der Saurebildung bei der Rhodanstarre 
des Froschmuskels. 


Von 


George Emil Selter. 


(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Januar 1927.) 


Uber die Ursachen der durch Rhodansalze hervorgerufenen 
von Kiihne') 1859 zuerst beobachteten Kontraktur des quer- 
gestreiften Muskels herrschen durchaus verschiedene Ansichten. 
Einerseits schreibt man dem Rhodan eine spezifische Reiz- 
wirkung auf die rezeptive Substanz des Muskels zu. Langley”) 
glaubte diese Ursache aus der Ahnlichkeit der Rhodankontraktur 
mit der von ihm festgestellten Nicotinwirkung schlieBen zu 
kénnen, und de Boer’) stiitzte diese Anschauung durch die 
Feststellung, daf Novocain die tonussteigernde Rhodanwirkung 
ebenso aufhob wie die gleiche Wirkung des Nicotins. 

Diesen Anschauungen gegeniiber steht die von Fiirthsche *) 
Ansicht, daB die Rhodankontraktur des Muskels hervorgerufen 
wird durch eine explosive Milchsiurebildung infolge Lactacido- 
genspaltung. Die durch den gleichen Vorgang frei werdenden 
Mengen anorganischer Phosphorséiure halt von Firth nicht 
fiir ausreichend zur Erzeugung der Rhodanstarre. 





') Kiihne, Untersuchungen iiber das Protoplasma, Leipzig 1864. 
*) Langley, Journ. of Physiol. Bd. 50, S. 408 (1915/16). 
*) de Boer, Berichte tiber die gesamte Physiologie Bd. 11, S. 477 
(1922). 
4) O. von Fiirth, Ergebn. d. Physiolog. Bd. 17, S. 363. (1919); Lehr- 
buch der physiolog. und patholog. Chemie, Bd. 1, S. 255 (Leipzig 1926). 
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Diese Phosphorsiuremenge schien nun nach den Unter- 
suchungen von H. Lange und M. EK. Mayer!) teilweise recht 
erheblich, wenngleich sie zu keiner Steigerung sondern im Gegen- 
teil zu einer Minderung der H-Ionenkonzentration fiihrt. Dem- 
gegentiber fand Neuschloss?) in einer fast gleichzeitig erschie- 
nenen Arbeit, daB bei der Rhodankontraktur keine Phosphor- 
siureabspaltung eintritt. Aus diesen Befunden zieht Neu- 
schloB die Folgerung, daB keine Lactacidogenspaltung, also 
auch keine Milchsiurebildung stattfindet und die von Fiirth- 
sche Anschauung demnach unrichtig sei. Schon friiher konnte 
festgestellt werden *), daB zwar in ganz starken Lisungen von 
Natriumfluorid, in denen eine maximale Synthese von Hexose- 
phosphorsiure stattfindet, jegliche Milchsiurebildung ausbleibt; 
schwichere Konzentrationen des gleichen Salzes fiihrten eben- 
falls noch starke Hexosephosphorsiuresynthese herbei, lieBen 
daneben aber nicht unerhebliche Milchsiiuremengen entstehen. 
Neben den in der Bilanz iiberwiegenden assimilatorischen Vor- 
gingen des Lactacidogenstoffwechsels spielen sich also auch 
solche dissimilatorischer Art ab. Ganz entsprechende Befunde 
wurden in einer voranstehenden Arbeit an anderen Salzen, 
namentlich am Natriumsulfat, von mir erhoben. Es erschien 
daher notwendig, die Vorgiinge der Bildung von Milchsiure 
und Phosphorsiiure auch bei der Rhodanstarre erneut zu unter- 
suchen, da sowohl Lange und Mayer}, wie auch Neuschloss%*) 
nur das Verhalten der Phosphorsiiure, nicht dagegen dasjenige 
der Milchsiiure in den Bereich ihrer Untersuchungen zogen. 


Methodik. 


Fiir die Versuche wurden isolierte Gastrocnemien und 
Semimembranosen von 'emporarien oder Esculenten verwandt. 
Dieselben wurden entsprechend dem Vorgehen von Lange und 
Mayer?) in Rhodanlésungen, deren Konzentration zwischen m/9 





1) H. Lange und M.E. Mayer, Diese Zs. Bd. 141, S. 181 (1924). 

*) S.M. Neuschloss, Pfliigers Arch. Bd. 207, S. 43 (1925). 

5) Embden, Abraham und Lange, Diese Zs. Bd. 136, 8. 308 
(1924). 


9 * 
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und 2m schwankte, versenkt, wobei sich mehr oder weniger 
rasch die Erscheinungen stirkster Kontraktur ausbildeten. Die 
Unterbrechung erfolgte erst bei ausgebildeter Starre. Nur bei 
ganz kurz dauernden Versuchen (10 Sekunden) war die Starre 
zwar stets schon eingetreten, hatte aber ihr Maximum noch 
nicht erreicht. Die Dauer des Kintauchens der Muskein in 
die Rhodanlésung geht aus der Spalte 6 der einzelnen Tabellen 
hervor (Expositionszeit). Nach Ablauf dieser Zeit wurden die 
Muskeln rasch abgenommen und mit Filtrierpapier von den 
anhaftenden Fliissigkeitsresten befreit. Die zur Phosphorsiure- 
bestimmung bendétigten Muskeln wurden in der von Lange 
und Mayer angegebenen Art weiterbehandelt, doch wurde 
der wihrend der Rhodanstarre eingetretene Gewichtsverlust 
des Muskels nicht durch vorherige und nachherige Wigung, 
sondern durch Trockensubstanzbestimmungen ermittelt. Die 
zur Feststellung des Milchsaéuregehaltes bestimmten Muskeln 
wurden, nachdem sie in gleicher Weise mit Filtrierpapier ab- 
getrocknet waren, in fliissige Luft versenkt. Nachdem sie ge- 
froren waren, wurden sie, in starkefreie Gaze eingehiillt, in 
stark gekiihlter Reibschale mit dem Pistill zu einem feinen 
Pulver zerrieben und in eine genau gemessene Menge 4°/, iger 
Salzsiure eingefillt. Vom Zeitpunkt der Unterbrechung der 
Rhodaneinwirkung bis zum Kinwerfen der Muskel in Salzsiiure 
bzw. fliissige Luft verging in keinem Falle mehr als 1 Minute. 
In den Versuchen VIII—XII, in denen die Expositionszeit 
nur 10 Sekunden betrug, wurde auf das Abtupfen der Muskeln 
verzichtet und dieselben noch an den Elektroden hingend durch 
EKintauchen in fliissige Luft gefroren. In den Versuchen Ili 
bis VIL wurden Phosphorsiure und Milchsiure in ein und 
demselben Muskel bestimmt. Zu diesem Zwecke wurden die 
Muskeln nach dem Abtupfen durch einen raschen Scherenschnitt 
in der Mitte quer durchtrennt und die beiden Teile getrennt 
zur Phosphorsiiure- und Milchsiurebestimmung vorbereitet. 
Da selbst bei kurz dauerndem Eintauchen in Rhodanlésung 
meBbare Mengen Milchsiure in dieselbe iibertreten, so war es 
notwendig, auch in der Suspensionsfiiissigkeit die Mulchsiiure 
zu bestimmen. Diese Analysen wurden getrennt von den Milch- 
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siurebestimmungen im Muskel nach vorgiingiger Fillung nach 
dem Schenckschen Verfahren, bei dem nur geringe Mengen 
Salzsiure und Quecksilberchlorid notwendig waren, vorgenommen. 
Natiirlich wurde auch aus den Fliissigkeiten das Rhodan ent- 
fernt, und zwar, wie in der voranstehenden Arbeit angegeben, 
durch Ausfillung mittels Silbernitrat. Die Phosphorsiiure- und 
Milchsiurebestimmungen erfolgten nach der in der eben ge- 
nannten Arbeit genauer angegebenen Art und Weise. 


Versuchsergebnisse, 

In der folgenden Tabelle I sind die Ergebnisse der Milch- 
siiurebestimmungen zusammengestellt. Aus den Spalten 3—6 
sind Zahl und Art der verwandten Tiere, Konzentration der 
Rhodanlésung und die Dauer der EKinwirkung ersichtlich. In 
Spalte 7 ist der Gehalt der Ruhemuskeln an Milchsiure, in 
Spalte 8 derjenige der rhodanstarren Muskeln angegeben. Die 
Menge der in die Rhodanlésung iibergegangenen Milchsiure 
geht — aut Prozent der Muskulatur berechnet — aus Spalte 9 
hervor. Die Summierung der Spalten 8 und 9% ergibt den 
unter 10 angegebenen Gesamtgehalt der Muskulatur an Milch- 
siure. In simtlichen Versuchen wurde sowohl in der frischen 
wie in der rhodanstarren Muskulatur der Trockensubstanzgehalt 
bestimmt, wobei in den hypertonischen Liésungen wenigstens 
bei kurzer Expositionszeit regelmaBig eine Zunahme des T'rocken- 
substanzgehaltes beobachtet wurde. Die Berechnung des Milch- 
siuregehaltes der rhodanstarren Muskulatur geschah unter 
Zugrundelegung des Trockensubstanzgehaltes der Ruhemuskeln, 
so daB Ruhe- und Starrewerte streng vergleichbar sind. 

Die siimtlichen angestellten Versuche zeigen eindeutig eine 
Zunahme des Milchsiiuregehaltes wihrend der EKinwirkung des 
Rhodannatriums. Die GréfSe der Milchsiurebildung ist dabei 
abhingig von der Konzentration der Rhodanlésung und von der 
Dauer ihrer Hinwirkung. Doch geniigte bereits eine 10 Sekunden 
dauernde Hinwirkung einer m/4-Natriumrhodanidlésung, um 
die Bildung von 13—15 mg Milchsiure in 100 g Muskulatur 
herbeizufiihren, einer Menge, die 23—30°/, des Ruhegehaltes 
entspricht. Mit steigender Konzentration und langerer Ein- 
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Tabelle L. 


Milchsiurebildung in rhodanstarren Muskeln. 








Datum 


10. VII. 25 
14. VII. 25 
18. VIII. 25 
22.VIII. 25 








Zahl und 
Art der 
Tiere 


7 Temp. 
4 Ese. 
6» 

6 Temp. 





Muskel- 
art 


Gastro- 


enemius 


a 


o 


Konzentr. 
der 
Rhodan- 
lésung 


m/4 








Eix- 
positions- 
zeit 
in Sek. 


180-—660 
240 
240 
240 
180 
120 
120 

10 
10 
10 
10 
10 
240 





7 


Milchsiuregehalt der 


Ruhe- 
muskeln 


0,0499 
0,0311 
0,0459 
0,0795 
0,04. 3 
0,0648 
0,0612 
0,0473 
0,0484 
0,0494 
0,0654 
0,0456 
0,0954 


8 


9 


rhodap- | Rhodan- 


starren | 
Muskeln | 


0,0802 
0,0426 
0,0658 
0,1058 
0,1591 
0,1616 





0,1728 
0,0838 
0,0510 
0,0550 
0,0705 
0,0485 
0,1000 


lésung 


in °/, der Muskulatur 


0,0396 
0,0031 
0,0350 
0,0127 
0,0154 
0,0063 
0,0167 
0,0203 
0,0109 
0,0099 
0,0109 
0,0347 





Summe 
von 
8+ 9 


0,1198 
0,0457 
0,1008 
0,1185 
0,1745 
0,1679 
0,1005 
0,0713 
0,0659 
0,0804 
0,0594 
0,1347 


Zunahme der 


Milchsiure in °/ 


d. Muskels | von 7 


0,0699 
0,0146 
0,0549 
0,0390 
0,1287 
0,1031 
0,1111 
0,05382 
0,0279 
0,016 
0,0150 
0,0138 
0,0393 





} 


140 

47 
119 

49 
281 
159 
182 
112 


0 














Verhalten der Siiurebildung bei der Rhodanstarre des Froschmuskels. 93 


wirkungsdauer steigt die Milchsiurebildung sowohl absolut wie 
auch in Prozent des Anfangsgehaltes bis zu 129 mg in 100 g 
Muskulatur (281°/, des A-Wertes) (Versuch V.) 

Damit ist der eindeutige Beweis fiir eine starke Milch- 
siurebildung bei der Rhodanstarre erbracht. Angesichts einer 
deutlichen Milchsiurebildung in nur 10 Sekunden erscheint 
von Fiirths Annahme einer explosiven Lactacidogenspaltung 
durchaus berechtigt. 

Das Verhalten der Phosphorsiure unter der Kinwirkung 
von Rhodannatrium war demgegeniiber keineswegs einheitlich. 
Aus einer Reihe von mehr als 50 Untersuchungen sind in der 
folgenden Tabelle IL eine Anzahl zusammengestellt. Hier sind 
in den Spalten 3—6 die notwendigen analytischen Angaben 
gemacht. In Spalte 7 findet sich der Gehalt an freier Phos- 
phorsiure des in feuchter Kammer hingenden Muskels (A-Wert) 
und in Spalte 8 der des der Rhodaneinwirkung ausgesetzten 
Muskels (C- Wert). Auch hier erfolgte natiirlich die Berech- 
nung des Phosphorsiuregehaltes der Rhodanmuskulatur unter 
Beriicksichtigung des veriinderten Trockensubstanzgehaltes. In 
immer wiederholten Untersuchungen iiberzeugte ich mich, dab 
wihrend der Expositionszeit, im Gegensatz zum Verhalten der 
Milchsiure meBbare Mengen freier Phosphorsiture in die Rho- 
danlésung nicht austraten. 

In den meisten Versuchen zeigte sich ein mehr oder 
weniger starkes Verschwinden freier Phosphorsiure in den 
rhodanstarren Muskeln. RegelmiBig fand sich jedoch dieses 
Verhalten nur bei allen Untersuchungen an Semimembranosen 
(Versuch XIV, 1—4; Versuch XVII, 2, 4, 6), und bei der Kin- 
wirkung von m/9 (isotonischer) Rhodanlésung auf Gastrocnemien 
minnlicher T’emporarien (Versuch XVII, 1—6). In allen anderen 
Versuchen schwankten die Veranderungen des Gehaltes an freier 
Phosphorsiure wihrend der Rhodanstarre (Zunahme um fast 
11°), des Ruhewertes einerseits und Abnahme um iiber 25°/, 
des A-Wertes anderseits.) 

Diese Ergebnisse sind weder mit den Befunden von Lange 
und Mayer, die an Semimembranosen von Esculenten und 
Temporarien regelmiBig eine Zunahme freier Phosphorsiure 
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bei der Rhodanstarre fanden, noch mit denen von Neuschloss, 
der an Gastrocnemien von Bufo marinus L. arbeitete und keine 
auBerhalb der Fehlergrenze seiner allerdings weniger genauen 
Methodik liegenden Vera’nderungen fand, in Kinklang zu bringen. 


Tabelle II. 


Phosphorsduregehalt in Muskeln vor und nach Einflu8 von Natrium- 








rhodanidlisung. 
1 | 3 | &@ Ga Re Raet ye i ao ft o tw 
- D ay, . = 
E = tog H,PO, in °/, der a 
‘ © o°s x . _* 
Nr Datum | Tierart | ™@ Sie feu Muskulatus wen 
se | Ss aecogt : won , a = 
— © ie ey cmt 
ms MA 3 S|vorher nachher, Diff. | 4 > 











XIV, 1]14. VII. 25] Ese. 9 |S. mJ m/4] 1 10,320 | 0,306 | —0,014]— 4,42 
2 é Ese. & | ,, | m/4] 2 10,347 | 0,307 | —0,040]—11,4 
g 9 Ese. ff » | m/4] 8 10,355 | 0,827 | —0,028)]— 8,13 
4 " Ese. m/4] 4 |0,344 | 0,313 | —0,031}— 9,18 
XV, 112. LX. 25) Temp. #& |] G.c.]| m/4]}] 1 70,333 0,339 | +0,006}+ 1,78 
2 . ” » | m/4] 1 [0,309 0,827 | +0,018}+ 5,85 ) 
3 re ” » | m/4] 1 10,361 0,366 | +0,005}-+ 1,39 
XVI, 112. IX. 25] Temp. ¢ |G.c.] 2m] 1 [0,330 | 0,837 | +0,007]+ 2,03 
2 ; ; » | 2m] 1 10,321 0,292 | —0,029}— 9,05 
3 - 99 a 2m] 1 10,815 | 0,313 | —0,002]|— 0,7 























XVII, 1420. XI. 25] Temp. 9]G.c.] 2m] 2 [0,297 | 0,311 | +0,014]4 4,72 
2 ‘ e S.m.| 2m] 2 [0,314 | 0,301 | —0,013{— 4,14 
8 ‘ ie G.c.]| 2m] 2 10,319 0,291  —0,028}— 8,78 
4 a ‘ S.m.j 2m] 2 | 0,312 | 0,305 | —0,007;— 2,24 
5 ; . G.c.] 2m] 2 [0,313 | 0,291 | —0,022 i— 7,03 
6 ; - S.m.J 2m] 2 [0,295 | 0,288 | —0,007)— 2,37 

XVIII, 124. VI. 26] Temp. 9 |G.c.]| m/9 | 2 [0,298 0,287 | —0,011 |— 3,7 
2 o ml , | m/9] 2 |0,297 0,287 | —0,010j— 3,5 
3 , » | m/9] 4 10,304 | 0,294 | —0,010}— 3,4 
4 . a , | m/9] 4 |0,294 | 0,278 | —0,016 |— 5,4 | 
H) ” ™ m/9} 5 [0,261 0,255 | —0,006;— 2,4 
6 : » | m/9] 6 10,272 0,258 | —0,014]— 5,1 





Auch in dem oft stark voneinander abweichenden Ver- 
halten der einzelnen Muskeln wihrend der Rhodanstarre lef 
sich eine Erklirung fiir das widerspruchsvolle Verhalten der 
Phosphorsiure nicht finden. Alle Muskeln zeigten kurz nach 
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dem Eintauchen in die Rhodanlésung eine erhebliche Ver- 
kiirzung. Bei Anwendung der 2 m-Lésung trat diese Erschei- 
nung fast im Moment des Eintauchens auf. Bei der weitaus 
sréBten Zahl der untersuchten Muskeln traten dann teils sehr 
bald, teils spater mehr oder weniger starke und hiufige Kinzel- 
zuckungen ein. Jedoch lieB sich ein auch nur annihernd regel- 
miBiger Zusammenhang zwischen der Starke und Hiufigkeit 
dieser Zuckungen und den Veriinderungen im Phosphorsiiure- 
gehalt der Muskel!n nicht feststellen. 

Gerade fiir das Rhodan haben in friiheren Versuchen, 
die freilich unter ganz anderen Bedingungen (Exposition 1 bis 
2 Stunden) und an Muskelbrei vorgenommen wurden, Km bden 
und Lehnartz?) eine starke Zunahme anorganischer Phosphor- 
siiure gefunden. Wenn in einem ‘Teil meiner Versuche am 
iiberlebenden Muskel mit kiirzerer Expositionszeit der gegen- 
teilige Befund erhoben wurde, so diirfte das auf Grund der 
Feststellung Deutickes?), wonach das Anion der Milchsiiure 
zu den die Lactacidogensynthese stark begiinstigenden Ionen 
gehért, um so mehr erklirlich sein, als zahlreiche weitere Er- 
fahrungen im hiesigen Institut nicht nur zu einer Bestiitigung 
dieser T'atsache, sondern auch zu der sicheren Erkenntnis ge- 
fiihrt haben, daB auch die intramuskulir gebildete Milchsiure 
zum Verschwinden von Phosphorsiure fiihren kann. °) 

Schon aus einem Vergleich, der bei Lange und Mayer’) 
angegebenen Muskelgewichte vor und nach der Einwirkung der 
Rhodanlésung lit sich entnehmen, daB neben den Veriinde- 
rungen des Chemismus der Muskulatur auch eine Anderung 
der quantitativen Zusammensetzung statthat. Diese Veriinde- 
rungen habe ich in einigen Untersuchungen weiter verfolgt. 
Kiner dieser Versuche ist in T'abelle III dargestellt. Ks zeigte 





1) G. Embden u. Kk. Lehnartz, Diese Zs. Bd. 134, S. 243 (1924). 

2) H. J. Deuticke, Diese Zs. Bd. 141, S$. 196 (1924). 

3) G. Embden, Handb. d. normalen und pathologischen Physio- 
logie Bd. VIII, 1. Hilfte, S. 369; H.J.Deuticke, Diese Zs. Bd. 14%, 
S. 259 (1925). Weitere gleichsinnige Erfahrungen sind noch nicht ver- 
ffentlicht. 

4) H. Lange u. M. E. Mayer, a. a. QO. 
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Tabelle III. 


Veranderungen des Muskelgewichtes und des Trockensubstanzgehaltes 
der Muskeln bei Rhodanstarre. 














! 2 3 4[5{[6/7]8]{9 | 0 | 11 | 12 
gs Trockensubstanz Gewicht d. Muske!: 
Datum Mus-| & |S.5 | ae OT eg ere 
om Tierart § aS] vor- nach- Diff. ss] vor- jnach- Dif 
1926 kel | S [2°"| her | her |; “i ou | } “ace 
fo) A — ~ : 10 oo Ss ; 
i 1 "5 | %o |vou T| aS 


mg | mg von 
XIX, 1/19. VEJTemp. 9]S.m.]2m] 1 | 22,62) 24,23 + 7,1 +1,61 | 442,5 | 488,5 | —2. 
18,58} 21,21) +14,2| +2,63 | 335,5 | 328,5 | — 2,1 
” , |S mf2m] 3 | 18,36 23,53/4+28,2 +5,17] 207,5 | 187,5 | — 97 
4]; » |S.m.J2m] 4 | 20,40) 24,98|+4+22,4 | +-4,58 | 450,0 | 422,0 | —6 » 


to 


a ~ G.e.] 2m 


whe 


























sich hier, daB bei der Kinwirkung von 2 m-Natriumrhodanid- 
lésung der Trockengehalt des Muskels ansteigt und das un- 
mittelbar beobachtete Gewicht des Muskels abnimmt. Diese 
Verinderung ist bereits nach einer Kinwirkungszeit von 1 Min. 
deutlich meBbar. Mit steigender Expositionszeit steigt auch, 
wenigstens bei ganz kurz dauernden Versuchen die Zunahme 
des Trockengehaltes und der Gewichtsverlust des Muskels. 
Bereits in der 4. Minute kehrt sich jedoch dieses Verhalten 
um. Bei Anwendung von m/4-Loésung zeigten sich gleich- 
sinnige, aber weniger starke Verinderungen, wihrend bei m/9 
(fast isotonischer) Lisung eine meBbare Anderung des Muskel- 
gewichtes sich nicht feststellen lieB. 


Zusammenfassung. 


1. Bei der bekannten unter Kinwirkung iso- oder hyper- 
tonischer Lésungen von Rhodannatrium auf den isolierten 
Froschmuskel eintretenden Kontraktur tritt immer, selbst bei 
sehr kurzer Einwirkungszeit eine deutliche und oft sehr be- 
triichtliche Vermehrung der Milchséure im Muskel ein. Durch 
diese Befunde erhalt von Fiirths Auslegung der Rhodan- 
kontraktur als Siurestarre eine starke Stiitze. 

2. Ein eindeutiges Verhalten der Phosphorsiiure unter 
dem Einflu8 von Rhodanlésungen lie8 sich nicht feststellen. 
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Weder lieB sich der Befund von Lange und Mayer, wonach 
unter den in meinen Untersuchungen angewandten ahnlichen 
Bedingungen regelmaBig eine Phosphorsiureabspaltung eintritt, 
noch derjenige von Neuschloss, wonach der Gehalt des Muskels 
an freier Phosphorsiure wahrend der Rhodanstarre gleichbleibt, 
bestitigen. Das von mir beobachtete wechselnde Verhalten 
ist allem Anschein nach darauf zuriickzufiihren, daB die der 
Rhodanwirkung entgegengesetzte Wirkung der Milchsiure- 
anionen von Fall zu Fall in verschiedenem MaBe in Erschei- 
nung tritt. 

3. Jedenfalls aber geht auch aus den Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit hervor, daf es keinesfalls statthaft ist, aus 
dem Verhalten der Phosphorsiure bei irgendeiner normalen 
oder abnormen Muskelfunktion Riickschliisse auf dasjenige der 
Milchsiiure zu ziehen. 








Zur Kenntnis der enzymatischen Umwandlungen 
der Aldehyde. III. 
Von 
Hans y. Euler und Karl Myrbick. 
Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule Stockholm. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Januar 1927.) 


In der zweiten Mitteilung iiber dieses Thema haben 
Myrback und Jacobi!) zeigen kénnen, daB die enzymatische 
Dismutation der Aldehyde, die bei frischer Hefe schon friiher 
gefunden war’), auch unter der Einwirkung von Trockenhefe 
stattfindet, und zwar konnten sie durch Waschen mit Wasser 
einen notwendigen Aktivator des enzymatischen Vorganges 
entfernen. Der Aktivator war recht hitzebestiindig, wurde 
aber beim Kochen allmahlich zerstort. 

Ks konnte sich um keine Salzwirkung handeln, auch nicht 
um eine Verschiebung der Aciditit. Unzweideutig wurde dann 
die Existenz eines Co-EKnzyms der enzymatischen Cannizzaro- 
reaktion in der Mitteilung von Euler, Myrbick und Nilsson °) 
bewiesen. Das hypothetische Teilenzym der Zymase, das wir 
kurzweg Mutase nennen kénnen, ist ohne sein Co-Enzym, die 
Co-Mutase, wirkungslos. 

Bei mehreren bekannten enzymatischen Reaktionen der 
Hefe ist die Mitwirkung eines spezifischen Co-Enzyms absolut 
notwendig. Wir erinnern an das Hardensche Co-Enzym der 





1) Myrback u. Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, S. 245 (1926). 

*) Neuberg u. Hirsch, Biochem. Zs. Bd. 96, S. 175 (1919); 
Josephson u. Euler, Diese Zs. Bd. 135, S. 49 (1924). 

*) Euler, Myrback u. Nilsson, Svensk. kem. Tidskr. 88, Nr. 11 
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Giarung, die Co-Zymase, deren Mitwirkung in einer der ersten 
Stufen des Girungsverlaufes Euler und Myrbick bewiesen 
haben.) Es ist weiter bekannt, dab die sogenannte Reduktase 
der Hefe (Dehydrogenase) ein thnliches Co-Enzym_besitzt.’) 
Schon von Anfang an war eine Ubereinstimmung in mehreren 
Kigenschaften unter den drei Co-Enzymen auffallend (Co-Zymase, 
Co-Reduktase und Co-Mutase), so da& Myrbick und Jacobi 
als wahrscheinlich angeben konnten, daB die von ihnen ge- 
fundene Co-Mutase mit der Co-Zymase identisch sei. Etwa 
gleichzeitig konnten Kuler und Nilsson die Identitit der Co- 
Reduktase mit der Co-Zymase beweisen. Weiteres Studium hat 
mehrere neue hierher gehérende Tatsachen erbracht), so daB, wie 
aus den unten zu beschreibenden Versuchen hervorgehen diirfte, 
die Identitiit der Co-Mutase mit der Co-Zymase als bewiesen an- 
zusehen ist. Die Bedeutung dieser Feststellung fiir die Klirung 
des Reaktionsverlaufes der alkoholischen Girung diirfte ohne 
weiteres einleuchten. 
Methodik, 
Zu jedem Versuch 

4 cem 0,3 mol-Phosphatpuffer p,;,; = 6,5, 

1cem Aldehydlésung (etwa 30 mg Acetaldehyd), 

5 eem Wasser oder Co-Mutasepriiparat. 

In dieser Mischung wurde 0,5 oder 1 g Co-mutasefreies 
Trockenpraparat (vgl. unten) aufgeschlimmt. Die Mischungen 
wurden in verschlossenen Flaschen im Thermostaten bei 30° 
geschiittelt. Nach verschiedenen Zeiten wurde 1 ccm heraus- 
genommen und in 5 ccm etwa 0,05 n-Kaliumbisulfitlésung ein- 
pipettiert. Nach 15 Minuten wurde mit 0,085 n-Jodlésung aus 
der Mikrobiirette zuriicktitriert. 

Co-mutasefreie Hefe. ‘Trockenhefe aus Unterhefe H 
wird dreimal mit groSen Mengen Wasser gewaschen. (500 g 
Hefe in 10 Liter Wasser auf der Schiittelmaschine.) Die Hefe 
wird mit der Zentrifuge abgetrennt und in sehr diinner Schicht 
auf Glasplatten aufgestrichen. Nach etwa 20 Stunden ist die 


') Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, 8. 15 (1924). 
*) Vgl. z. B. Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 264 (1927). 
*) Euler, Myrbiack und Nilsson, a. a, O. 
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Hefe vollkommen trocken und wird in der Kugelmiihle fein pulve- 
risiert. Sie wird in verschlossenen Flaschen aufbewahrt und 
ist haltbar. Ein in dieser Weise hergestelltes Priparat, das 
in allen folgenden Versuchen zur Anwendung kam, hatte eine 
sehr kleine Wirkung auf Acetaldehyd. In folgenden zwei Ver- 
suchen wurde teils der Selbstzerfall des Aldehyds, teils die 
Wirkung der Hefe ohne Co-Enzym untersucht: 





Versuchszeit | Verbrauch an | mg Aldehyd 


Minuten Jodlésung |verschwunden 
| 0 1,84 _ 
Ohne Hefe 60 1,79 0,9 
| 120 1,77 1,3 
| 0 1,60 wee 
60 1,55 0,4 
0 ~ H of > 3 - 
a | 120 1,51 1,7 
330 1,43 3,2 











Die Girfahigkeit desselben Praiparates ohne Co-Zymase- 
zusatz wurde in der schon oft beschriebenen Weise bestimmt.?) 
0,2 g Hefe 
0,1 g Glucose 
0,05 g Phosphat: py = 6,5 


in 2 ecm 


Aus dieser Mischung wurde bei 30° in 5 Stunden nur 
i ccm Kohlensiure gewonnen. 

Das Hefepriparat ist also beinahe frei auch von Co-Zymase. 
Sowohl die Girung als die Aldehyddismutation durch das 
Hefepriparat wurde nun bei Anwesenheit von UberschuB von 
eingeengtem Hefekochsaft untersucht. Als Co-Zymasepriparat 
hatte der Kochsaft einen Reinheitsgrad von 4Co = 1500.2) Im 
Gcarungsversuch gab 1 ccm Kochsaft 


1,0 | 37 | 71 | 85 | 12,6 
10 | 25 | 


scams ne aoe eT ) 


13,7 | 14,8 


eem CQO, i 
175 | 205 


Nach Minuten 











40 | 55 | 145 





) Vgl. z. B. Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 183, S. 260 (1924). 
*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd 136, S. 107 (1924). 
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0,025 ccm dieses Kochsaftes gaben im Girungsversuch 
4ccm CO, pro Stunde. 1 ccm des Kochsaftes enthilt also 
160 Co (Co-Zymaseeinheiten: 1 Co ist die Menge Co-Zymase, 
die unter den oben angegebenen Bedingungen eine Anfangs- 
geschwindigkeit der Girung von 1 cem CO, pro Stunde gibt). 
5’ ccm des Kochsaftes (800 Co-Zymaseeinheiten) und 0,5 g 
Hefe wurden zu einem Versuch mit Acetaldehyd genommen: 





Minuten Jodverbrauch mg Aldehyd 
verschwunden 
0 1,61 et 
30 1,29 6,0 
60 1,15 8.6 
90 1,00 11,4 
165 0,88 13,6 
240 0,75 16,1 
ee 0,63 18,5 
1200 0,46 21,5 








Durch weitere Versuche wurde gefunden, daB eine noch 
gréBere Kochsaftmenge keine weitere Steigerung der Reaktions- 
geschwindigkeit bedingt. Dies bedeutet, daB die ganze Menge 
Enzym (Mutase) durch UberschuB an Co-Enzym ausgeniitzt ist. 


Zeitlicher Verlauf der Aldehydumlagerung. 
Aus dem obigen Versuch, wie aus allen folgenden, ist zu 
ersehen, daf die Reaktionsgeschwindigkeit mit der Zeit viel 
stirker verlangsamt wird, als man z. B. aus der monomole- 





Minuten Jodverbrauch niente de 

verschwunden 
0 1,41 eee 

30 1,37 0,75 

60 1,19 4,1 
90 1,02 7,3 
180 0,87 10,1 
240 0,87 10,1 
330 O87 . 10,1 
360 0,87 10,1 
390 0,87 10,1 
540 0,87 10,1 
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kularen Formel berechnet. Wir haben untersucht, ob dies 
auf einem Verbrauch an Co-Mutase beruht, In einem gewohn- 
lichen Versuch wurden 85 Co zugesetzt und die Aldehydmenge 
nach verschiedenen Zeiten bestimmt. Nach etwa 3 Stunden 
blieb sie beinahe konstant. Nach 6 Stunden wurden noch 
85 Co (festes Priparat) zugegeben. Es trat aber keine Reaktion 
ein (siehe Tabelle 8S. 31). 

Da eine p,-Verschiebung bei der grofen anwesenden 
Puttermenge nicht in Frage kommt, diirfte das Stehenbleiben 
der Reaktion auf Zerstérung des Enzyms beruhen. 








; oe Aldehyd 
Minuten Jodverbrauch =~ wei 
verschwunden 

0 1,35 wee 

30 1,32 0,6 

60 1,29 ‘J 

= ~ 4 9 , 
Ohne Co-Enzym 90 1,26 17 
150 1,21 2,5 
| 270 1,17 3,4 

0 1,35 — 
30 1,24 1,7 
60 1,17 3,4 
E 90 1.07 5.2 

22 Co , , 
150 0,96 7,7 

270 0,92 8,1 
390 0,38 8,8 
1100 0,78 10,5 

0 1,35 — 
30 1,19 3,0 
60 1,02 6,2 

55 Co ; 
” 90 0,90 8,4 
; 150 0,87 9,0 
390 0,77 10,7 

0 1,35 se 
30 1,16 8,6 
60 0,92 8,1 
110 Co J 90 0,87 9,0 
150 0,79 10,5 
270 0,68 12.5 

390 0,63 13, 
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Einfluis der Menge Co-Enzym auf die Reaktionsgeschwindigkeit. 


Mit 1 g Co-mutasefreier Hefe wurde die Aldehydumlagerung 
unter dem Einflu8 von verschiedenen Co-Mutasemengen be: 
stimmt, Diese sind in der EKinheit Co angegeben (Tabelle S. 32). 

Als MaB der Reaktionsgeschwindigkeit haben wir die 
wihrend der ersten Stunde umgesetzte Menge Acetaldehyd 
senommen. Da indessen in einigen Versuchen eine Induktions- 
periode wie bei der Girung beobachtet werden kann, rechnen 
wir die erste Stunde vom Endpunkt der Induktion an und 
hestimmen graphisch die umgesetzte Aldehydmenge. Wenn 
wir die Reaktionsgeschwindigkeit als Funktion der Co-Enzym- 
menge mit einer Kurve veranschaulichen, erhalten wir die 
Fig. 1. (Vierecke und Kurve.) Die Kurve strebt einem 
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Maximum zu. Aus dem Versuch mit 0,5 g Hefe und 800 Co 
berechnet man die maximale Geschwindigkeit mit 1 g Hefe 
zu einem Umsatz von etwa 17 mg Acetaldehyd withrend der 
ersten Stunde. 


Identitat von Co-Zymase und Co-Mutase. 


Bei unseren Arbeiten iiber die Reinigung der Co-Zymase 
haben wir untersucht, inwieweit die Wirkungen der Priiparate 
alg Co-Zymase und Co-Mutase ein konstantes Verbaltnis zeigen. 

I. Dialyse. Hin Kochsaft wurde wiihrend 20 Stunden in 


Hoppe-Scyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXY. 3 
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einem Kollodiumschlauch gegen destilliertes Wasser dialysiert. 
Der Co-Zymasegehalt von beiden Fliissigkeiten wurde dann 
durch Girungsversuche ermittelt: 





ecm CO, nach einer Zeit von 


15 30 | 45 60 15 |90 Min. 











0,05 cem Innenfliissigkeit 1,3 | 2,0 | 2,6 3,0 3,4 8,7 
8, 8,4 

















0,05 cem Aufenfliissigkeit | 1,1 | 1,8 | 2,3 | 2,6 


Beide Flissigkeiten enthalten gleichviel Co-Zymase pro 
Kubikzentimeter und zwar 50 Co. Mit 2 ccm = 100 Co von 


beiden wurden nun Versuche tiber die Aldehydumwandlung 
angestellt. 





; d- ldehyd 
Minuten Jo mg Aldehy 
verbrauch | verschwunden 
0 1,26 aes 
2 cem Innenfliissigkeit 30 1,10 3,0 
60 0,95 5,8 
0 1,30 _ 
2cem AuBenfliissigkeit 30 1,10 3,7 
60 0,96 6,4 











In der Figur sehen wir (Punkte 1 und 2), daB die Reak- 
tionsgeschwindigkeit ganz die zu erwartende ist. Die Co- 
Mutase ist also auch dialysierbar, und sowohl Innen- wie 
AuBenfliissigkeit zeigen gegeniiber der Cannizzaroreaktion eine 
Aktivitiit, die man aus der Kurve berechnet. 


Il. Fallung mit Blei. Ein Dialysat von eingeengtem 
Kochsaft wurde mit Bleiacetat vollstandig gefallt und der 
Niederschlag abzentrifugiert und verworfen. Es wurde nun 
mehr Bleiacetat zugefiigt, bis die Flissigkeit etwa 2°/, davon 
enthielt, und dann NaOH zu p,, = 10 zugegeben. Der Nieder- 
schlag wurde abzentrifugiert, mit Schwefelsiure zersetzt und 
vom Filtrat 0,2 ccm zu einem Girungsversuch genommen. Der 
Reinheitsgrad war 4 Co = 4000. Wir erhielten folgende Kohlen- 
siureentwicklung, 
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| 
| 


cm CO, | 1,0 | 3,0 | 49 | 5,7 | 62 | 66 | 70 | 7,5 


Minuten 15 30 45 60 | 75 90 | 105 | 130 


Die Liésung enthielt 35 Co pro Kubikzentimeter. Zu einem 
Versuch mit Acetaldehyd wurde 0,4 ccm (= 14 Co) genommen. 





Minuten Jodverbrauch mg Aldehyd 
verschwunden 
0 1,48 - 
30 1,39 17 
60 1,85 2.4 
30 1,31 3,2 
120 1,25 4.3 








In der Figur sehen wir, daB der Punkt 3, der die Reak- 
uionsgeschwindigkeit veranschaulicht, gut mit der Kurve zu- 
sammenfallt. Das Verbiltnis der Wirkungen des Priiparates 
ist also durch die zweimalige Bleifillung nicht veriindert worden. 

lil. Fallung mit Blei und Silber. Kine in der oben 
beschriebenen Weise durch zweimalige Bleifillung erhaltene 
Co-Zymaselésung wurde bei 50° eingeengt, neutralisiert und 
mit ammoniakalischer Silbernitratlésung ausgefallt. Der Nieder- 
schlag wurde mit Wasser gewaschen und mit HCl zersetzt. 





(sirungsversuch mit 0,01 ccm. 


| 


0,4 


0,7 








| 
| 


— = — i - 
cem CO, | , 1,0 | | 18 |; 2,1 | 4,8 
Minnten | 15 30 45 | | 75 | 90 250 
Die Liésung enthielt 140 Co pro Kubikzentimeter. Das 


Trockengewicht war 7,0 mg pro Kubikzentimeter. 4 Co = 20000. 
Zu einem Aldehydversuch nahmen wir 0,5 com (= 70 Co). 





Minuten Jodverbrauch mg Aldehyd 
verschwunden 

0 1,46 ve 

30 1,27 3,5 

60 1,14 6,0 

90 1,08 i,1 








Punkt 4 in der Figur. Wir finden, da8 in diesem hoch- 
gereinigten Co-Zymasepriparat, wo die aktiven Stoffe in Form 
3* 
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von sowohl Pb- als Ag-Verbindung gefallt worden sind, die 
Aktivititen, durch Giirung und durch Aldehyddismutation ge- 
messen, das urspriingliche Verhiltnis zeigen. 

IV. Fillung mit Ag und Pikrinsiure. Ein Dialysat 
wurde mit ammoniakalischer Silberlésung vollstindig gefillt. 
Mit HCl wurde 180 ccm einer Lésung erhalten, die 80 Co pro 
Kubikzentimeter enthielt und den Reinheitsgrad 4 Co = 4500 
hatte. Mit 250 ccm kaltgesittigter Pikrinsiiurelésung wurde 
eine Fallung erhalten, die inaktiv war. Das Filtrat wurde zu 
40 ccm eingeengt; wieder ausgefallte, inaktive Pikrate wurden 
abfiltriert. Das Filtrat wurde wieder zu 5 ccm eingeengt, die 
festen Pikrate wurden abfiltriert. Mit diesen Pikraten folgte ein 
Teil der Co-Zymase. Der gréSte Teil blieb aber im Filtrat. 
Dieses wurde im Vakuumexsiccator eingetrocknet und mit 
Alkohol und Ather gewaschen. Es wurde dann in Wasser 
gelést. Giarungsversuch mit 0,002 ccm. 


wastes : = meee ees | ea ; 
cem CO, 0,3 0,6 | 1,0 | 1,5 | 1,9 28 | 2,7 
| 


Minuten 15 30 45 | 60 | 90) 105 


Die Lésung enthielt 850 Co pro Kubikzentimeter; 4 Co = 
13000. Zu einem Versuch mit Acetaldehyd nahmen wir 
0,1 com = 85 Co. 





Minuten Jodverbrauch mg Altehyd 
verschwunden 
Q 1,41 1 
30 1,37 0,7 
60) 1,19 4,3 
90) 1,02 1,3 
180 0,87 | 10,1 








Punkt 5 in der Figur fillt gut mit der Kurve zusammen. 

V. Fallung mit Pb, Ag, Hg, Au und Pikrinsiure. 
Kin Hefekochsaftdialysat wurde, wie oben beschrieben worden 
ist, zweimal mit Blei gefillt. Die eingeengte schwefelsaure 
Lésung wurde neutralisiert und mit AgNO, und Baryt gefallt, 
die Fillung gewaschen und mit HCl zerlegt. Barium wurde 
mit Natriumsulfat gefillt und das Filtrat mit Hg(NO,), und 
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Soda versetzt, so daB die Reaktion nur ganz schwach sauer 
war. Der Niederschlag wurde mit H,S zerlegt und aus dem 
eingeengten Filtrat von HgS mit Pikrinsiiure ein kleiner Nieder- 
schlag erzeugt. Das eingeengte Filtrat, von Pikrinsiiure be- 
freit, gab mit AuCl, einen kleinen Niederschlag, der abfiltriert 
wurde. SchlieBlich wurde das Gold mit H,S entfernt. Die Lisung 
wurde erst nach einigen Tagen untersucht und war dann teilweise in- 
aktiviert: 4 Co = 16000. Girungsversuch mit 0,005 ccm Lisung. 


| ; ' | | | 
j | . « ‘ | ~- j ~ 
cem CO, | O,6 | 1,3 3,0 4.5 0,8 3,0 
| 


Minuten 15 | 80 | = 60 | 90 | 120 2TO 


Die Liésung enthielt also’ 680 Co pro Kubikzentimeter. 
Aldehydversuch mit 130 Co. 





Minuten Jodverbrauch mg Aldehyd 
versehwunden 
0 1,43 
25 1,20 1.3 
45 1,11 6,0 
60 1.01 19 








Punkt 6 in der Figur zeigt, dab auch bei diesem Praparat, 
an welchem so viele verschiedene Reinigungsoperationen an- 
gewandt worden waren, das Verhiltnis zwischen den zwei (o- 
Enzymwirkungen das urspriingliche ist. 

Die oben angefiihrten Versuche berechtigen uns zu dem 
SchluB, daB die Co-Mutase und die Co-Zymase identisch sind. 
Die Co-Zymase, deren einzige bisher bekannte Kigenschaft die 
Wirkung auf die alkoholische Giirung war, ist auch das Co- 
Enzym der Hefenaldehydmutase. Aus diesem folgt nun, erstens 
daB Co-Zymase aus anderen Ausgangsmaterialien als Hefe auch 
als Co-Mutase wirksam sein muh, zweitens wahrscheinlich 
auch, daB Aldehydmutasen in anderen Mikroorganismen, Ge- 
weben usw. auch des als Co-Zymase bezeichneten Stoffes be- 
diirfen, auch wenn ihr Enzymsystem nicht dem der Zymase 
entspricht. Diese letzte Frage muB natiirlich weiter unter- 
sucht werden; beziiglich der ersten haben wir bis auf weiteres 
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untersucht, ob die Muskel-Co-Zymase auch als Co-Mutase wirk- 
sam ist. Gurungsversuch mit 0,2 com Muskelkochsaft. 


ecm CO, | 0,4 1,1 18 {| 2,7 | 8,5 50 | 1,4 
| 15 | 30 45 60 | 


| 


Minuten 


Die Lésung enthielt 16 Co pro Kubikzentimeter. 5 cen 
(= 80 Co) nahmen wir zu einem Aldehydversuch. 





Minuten Jodverbrauch ng Aone 
verschwunden 
0 1,39 _ 
15 1,39 0,0 
30 1,29 1,9 
60 1,08 5,8 
150 0,89 9,4 








Der Versuch wird durch Punkt 7 in der Figur vyer- 
anschaulicht. Die Muskel-Co-Zymase besitzt genau die be- 
rechnete Aktivitiit als Co-Mutase. 





Haben wir nun festgestellt, da& die Hefen-Co-Zymase als 
Co-Mutase, wenigstens fiir die Hefenaldehydmutase, wirkt, s: 
erhebt sich die Frage, wie diese Kenntnis fiir die Klarung 
des Reaktionsverlaufes der Girung zu verwerten ist. In seiner 
Monographie iiber die alkoholische Garung hebt Harden. 
der Entdecker der Co-Zymase, hervor, da die einzige bekanute 
Eigenschaft derselben die Aktivierung der alkoholischen Girung 


=~ 


als Gesamtkomplex ist. Euler und Myrbick konnten dann 
zeigen, daB die Co-Zymase bei der Phosphorylierung der 
Hexosen oder in einer vorausgehenden Reaktionsstufe ihre 
Wirkung ausiibt. Nach unserer obigen Feststellung von der 
Wirkung der Co-Zymase als Co-Mutase ist es wahrscheinlich, 
daB die Wirkung der Co-Zymase bei der alkoholischen 
Girung in einer Reaktionsstufe vor der Phosphory- 
lierung zu suchen ist, und daB diese Stufe eine Reak- 
tion darstellt, die von derselben Natur ist wie die 
Aldehyddismutation,?) 


) Siehe auch Euler, Myrbiicku. Nilsson, Sy. Kem. Tidskr. 1926. 
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Von gréBtem Interesse ist es, diesen Gedanken in Be- 
ziehung zu setzen mit der von Harden gegebenen Formel 
des Reaktionsverlaufes der Girung: 


2C,H,.0, + 2Na,HPO, = 2C,H,0OH + 2CO, 
-+- C,H,,0,(PO,Na,), + 2H,O. 


Diese Formel, die von Harden durch Versuche mit Unter- 
hefepreBsaft unter Zusatz von Phosphat gefunden wurde, stellt, 
wie nunmehr allgemein anerkannt ist, den Reaktionsverlauf 
der typischen alkoholischen Girung aller Hefen und Hefen- 
praparate formell dar. Besonders zu beachten ist, daB die 
eintretende oder nicht eintretende Anhiufung von Hexose- 
zymophosphat nichts iiber die Giiltigkeit der Hardenschen 
Formel besagt. Die Anhiufung davon hingt vielmehr mit der 
kleineren oder gréBeren Wirkung der Hetenphosphatase zu- 
sammen. Die Spaltung des Esters durch die Phosphatase ist 
von der Anwesenheit der Co-Zymase unabhiingig. Dies wurde 
schon von Harden gefunden.') Er konnte mit HefepreBsait, 
der von der Co-Zymase betreit worden war, das Zymophosphat 
spalten, und sogar den aus dem Ester hervorgegangenen Zucker 
naher untersuchen. Die Unabhiingigkeit der Phosphatase- 
spaltung von der Co-Zymase haben wir 6fters bestitigen 
kénnen.”) Die Hardensche Formel setzt voraus, daB beim 
Zerfall eines Hexosemolekiils iiber unbekannte Zwischenprodukte 
in Alkohol und Kohlensiure gleichzeitig ein zweites Molekiil 
in den Diphosphorsiureester verwandelt wird. Wie wir schon 
friiher betont haben*), muB& man sich diesen Ester nicht als 
eine Durchgangsstufe der Hexosen auf dem Wege zu Alkohol 
und Kohlensiure yorstellen, wie man es friiher angenommen 
hat. Vielmehr ist die Veresterung als eine Reaktion zu 
betrachten, die durch Kuppelung eine andere fiir den 
Zerfall des zweiten Hexosemolekiils notwendige Re- 


') Harden, Alcoholic fermentation, 3. Autl., S. 56. 

*) Euler u. Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, 8. 15 (1924). Diese Tat- 
sache wird neuerdings auch von Meyerhof bestiitigt. 

‘) Euler, Myrbiick u. Nilsson, Svensk. kem. Tidskr. Bd. 38 
S. 353 (1926). 
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aktion im Gang hilt. Vor langerer Zeit+) haben wir hervor- 
gehoben, daf die Girungsspaltung und die Phosphorylierung 
der beiden in die Hardensche Gleichung eingehenden Hexose- 
molekiile in einer von Harden nicht naher bezeichneten Weise 
chemisch miteinander gekuppelt sein miissen, und wir haben 
zunichst eine spezielle Vorstellung iiber diese Kuppelung ge- 
fiuBert, welche die Halbierung der Hardenschen Gleichung 
voraussetzt. 

Eine solche Kuppelung haben wir dann spiter?) nochmals 
in den Vordergrund gestellt, auf Grund unserer Versuche iiber 
die Co-Mutasewirkung der Co-Zymase der Hefe und des Muskels, 
nach welcher wir eine primare Mutation zweier Hexosemolekiile 
in ein energiereicheres und ein energiefrmeres annehmen. 

Der Ester zerfaillt dann durch die Wirkung der Phos- 
phatase in anorganisches Phosphat und wahrscheinlich in eine 
Hexoseform, die viel reaktionsfahiger ist als die gewéhnlichen, 
die sich aber bald in eine stabile Form umlagert (vielleicht 
in Fructose). Nach Harden soll dann die durch seine Brutto- 
formel dargestellte Reaktion von neuem beginnen. 

Fast gleichzeitig mit unserer zweiten Mitteilung hat 
Meyerhof*) in emer sehr bemerkenswerten Mitteilung eben- 
falls die Notwendigkeit einer Kuppelung der beiden in die 
Hardensche Gleichung eingehenden Teilreaktionen betont und 
hat eine von der unseren insofern abweichende Auffassung von 
der Art der Kuppelung vorgeschlagen, als er Hexosemono- 
phosphat als Zwischenprodukt einfiihrt. 

Meyerhof hat ferner gefunden (a. a. O.), daB auch in 
ysehr Co-fermentarmer Lésung“ eine Vergirung der Hexose- 
diphosphorsaure eintritt. Dies muB nach Meyerhof bedeuten, 
daB der aus dem Kster abgespaltene organische Teil direkt 
ohne weitere Phosphorylierung zerfiallt, da ,das Co-Ferment 
der Girung fir die Phosphorylierung des Zuckers unentbehr- 
lich ist“. Nach unseren obigen Versuchen kann in Frage ge- 





’) Euler, Naturwissensch. Bd. 13, S. 938 (1925); Chem. d. Enzyme, 
I. Teil, 3. Aufl., S. 335 u. ff (1924/25). 

*) Svensk. Kem. Tidskr., 38, S. 353, Novemberheft 1926.’ 
*) Meyerhof, Naturwissenschaften 14. Jahrg., S. 1175 (1926). 
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setzt werden, ob die Phosphorylierung primar von der Co- 
Zymase aktiviert wird. Immerhin wire aus der Beobachtung 
Meyerhofs zu schlieBen, daB der aus dem Ester entstandene 
KGrper ohne die von uns als Vorstufe der Dismutation be- 
trachtete, von der Co-Zymase aktivierte Reaktion und also 
auch ohne Phosphorylierung zerfillt. Wir haben auch dieser 
vichtigen Frage ein paar Versuche gewidmet. 


Giirungsversuche mit folgenden Mischungen: 

Versuch 1. 0,2 g Co-zymasefreie Hefe 
0,1 g Glucose 
1 eem 2 °/,ige Phosphatlisung mit py = 6,5 
1 cem Wasser. 

Versuch 2 = Versuch 1, aber 1 cem Co-Zymaselisung statt Wasser. 

Versuch 3. 0,2 g Co-zymasefreie Hefe 
0,15 g hexosediphosphorsaures Na (Elberfeld). 
2cem Wasser. 








Versuch 4 = Versuch 3, aber 1 cem Wasser + 1 ccm Co-Zymaselésung, 
cem CO, nach verschiedenen Zeiten (Stunden) 
Versuch , : , 
05 1,0 15 | 2,0 25 | 5,5 1s 
l 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 4.0 
2 0,6 5,5 8,1 9,2 10,1 14,0 19,3 
3 0,5 1,2 “9 2,2 2.6 4.2 7,0 
4 11 2,0 2,4 2.9 3,3 5,5 11,0 





Versuch 1 zeigt, daB die angewandte Hefe frei von Co- 
Zymase ist. (Um die Induktion aufzuheben, haben wir in 
allen Versuchen mit Glucose einige Milligramm Zymophosphat 
zugesetzt.) Versuch 2 zeigt die Glucosegirung bei Anwesen- 
heit von einer miibigen Menge Co-Zymase. Versuch 3 zeigt, 
daB ohne Zweifel in dem Zymophosphatpriparat ein Stoff ent- 
halten ist oder wihrend der Reaktion entsteht, der ohne 
Mitwirkung der Co-Zymase vergoren wird. Versuch 4 
zeigt, daB Co-Zymase diese Vergiirung ein wenig steigert. 
Denkt man sich, daB das Zymophosphat in eine labile Hexose- 
form gespalten wird, die direkt vergoren werden kann, die aber 
rasch in eine stabile Hexose umgelagert wird, so kénnte die 
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oben beobachtete Aktivierung der Girung durch Co-Zymase 
auf der durch Co-Zymase bedingten Vergiirung der stabili- 
sierten Hexose beruhen. Wir untersuchten dies noch in zwei 
Versuchen: 

Versuch 1. 0,2g Co-zymasefreie Hefe 


0,2 g hexosediphosphorsaures Na 
2 ccm Wasser. 
Versuch 2. 0,2 g Co-zymasefreie Hefe 
0,2 g hexosediphosphorsaures Na (Elberfeld). 
1 cem Wasser + 1 ccm eingeengter Kochsaft. 











ecm CQ, nach verschiedenen Zeiten (Stunden) 
Versuch |— : : , ) 
05 1,0 | 1,5 | 3,0 | 4,0 | 5,0 |60 | 75 | 10 | 22 
= l = — ; om a ee Se saovegeseainnsnDSERDeSDSIaNaE SO enonnaamnanennee 
1 09 | 14] 21] 32] 36 | 43| 46] 5,2 | 61 80 
2 1,1 | 1,8} 26] 521] 65] 7,9! 9,0 | 10,1 | 11,2 | 14,5 











Der erste Versuch zeigt auch hier, daB& das untersuchte 
Zymophosphatpriparat direkt vergoren werden kann, daB aber 
die Vergiirung von der Co-Zymase und mit der Zeit immer 
stirker beschleunigt wird. Das uns von der I. G. Farbenindustrie 
A.-G. Werk Elberfeld, freundlichst tiberlassene Hexose-diphos- 
phorsaure Natrium besa®, wie das Candiolin, eine Zusammen- 
setzung, die stark von der theoretischen abweicht. Es enthilt 
nach der Angabe, die wir Herrn Direktor Dr. Hoérlein ver- 
_danken, und die mit unseren eigenen Analysen iibereinstimmt, 
13°/, Na und 9,9°/, P statt 21,5°/, Na und 15,5°/, P. Es 
muB also, ehe die direkte Vergirung der Hexose-diphosphor- 
siiure bewiesen ist, untersucht werden, ob nicht die beobachtete 
CO,Entwicklung von Beimengungen des Diphosphates herriihrt. 
Wir haben deshalb aus ,,Candiolin® das Barymsalz der Hexose- 
diphosphorsiure hergestellt, das so lange umgefallt wurde, bis 
es annihernd die richtige Zusammensetzung zeigte. Mit Natrium- 
sulfat wurde daraus das Natriumsalz dargestellt. Ks zeigte sich, 
daB bei Abwesenheit von Co-Zymase aus Hexose-di- 
phosphorsiiure keine Spur von CO, entstand, wihrend 
mit Co-Zymase die Girung unmittelbar eintrat. Hs 
scheint uns damit bewiesen — und wir wollen dies in Riicksicht 
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auf die neueren Erwigungen von Meyerhof hervorheben — 
daB in Ubereinstimmung mit Hardens urspriinglicher Annahme 
der aus der Hexose-diphosphorsiure hervorgehende 
Zucker wie die anderen Zymohexosen nach der Harden- 
schen Formel (unter Mitwirkung der Co-Zymase) ver- 
goren wird. 

Beziiglich der Art der Reaktion, durch welche zufolge 
Hardens Formel aus zwei Hexosemolekiilen gleichzeitig das 
eine zerfallt, das andere verestert wird, hat Meyerhof, wie 
erwibnt, die Annahme eingefiihrt, dai die 2 Hexosen zuerst 
zu 2 Molekiilen Hexosemonophosphorsiure verestert werden. 
Aus diesen 2 Molekiilen zerfillt das eine, wobei sich das andere 
zu Hexosediphosphorsiiure stabilisiert. Er stiitzt seine Auf- 
fassung auf die Beobachtung, daB gewisse Hexosemonophos- 
phorsiuren genau so wie die Hexosen unter Bildung der 
Hexosediphosphorsiiure vergoren werden. Mit dem Robison- 
schen Ester haben wir dies bestiitigt. Immerhin bekommen 
wir durch die Annahme von Meyerhof keinen direkteren 
Kinblick in den Reaktionsmechanismus, sondern die Frage, 
warum die 2 Molekiile gleichzeitig verindert werden, bleibt 
noch offen. 

Es scheint uns, als kénnten die oben angefiihrten Ver- 
suche iiber die Mutase der Hefe eine Stiitze fiir die Auf- 
fassung bilden, daB es sich bei der gleichzeitigen Veriinderung 
zweier Hexosemolekiile um eine Reaktion handelt, welche als 
eine Vorstufe der Cannizzaroreaktion der einfachen Aldehyde an- 
gesehen werden kann. Nun kénnte man einwenden, dab bei 
der Cannizzaroreaktion des Acetaldehyds die 2 Reaktions- 
produkte oxydiert bzw. reduziert sind, daB aber in obigen 
Fallen in der Girung das eine Reaktionsprodukt, das nach 
der Veresterung als Zymophosphat gefaBt werden kann, von 
derselben Oxydationsstufe ist wie die urspriingliche Hexose; 
aber einerseits wissen wir nicht, wie viele Reaktionsstufen das 
umgewandelte Hexosemolekiil vor der Veresterung durchliuit, 
andererseits miissen wir wohl annehmen, daf bei der Cannizzaro- 
reaktion primiir ein reaktionsvermittelndes Molekiil entsteht, 
in welchem die beiden Aldehyde eine Umlagerung erfahren. 
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Als wesentliche Wirkung der Mutasen darf man wohl ihre 
Fahigkeit ansehen, 2 Molekiile Aldehyd oder dhnliche Ver- 
bindungen gleichzeitig in einer solchen Weise zu binden, 
daB der eine Aldehydrest energiereicher wird als der 
andere. Was aus den Aldehydresten beim Zerfall des Enzym- 
substratkomplexes wird, kann wohl von der Art des Substrates, 
von anwesenden anderen Katalysatoren usw. abhaingen. Bei 
den girfihigen Zuckern ist es denkbar, daB das eine Produkt, 
infolge einer Energieerhéhung oder Energiesenkung, stark zum 
Zerfall neigt und schlieBlich als Alkohol und Kohlensiiure auf- 
tritt, das andere Produkt der ,,Dismutation“ dagegen zerfiillt 
nicht, ist aber von einer solchen Konstitution oder hat einen 
solchen Energiegehalt, daB es (vielleicht ohne Mitwirkung enzy- 
matischer Katalysatoren) mit Phosphorsiiure verestert, und so 
dem System Mutase—Co-Mutase—Substrat-Reaktionsprodukten 
entzogen wird. Ob die ,,Dismutation® zwischen 2 Hexose- 
molekiilen oder 2 Hexosemonophosphorsiiuremolekiilen eintritt, 
ist dann eine zweite Frage. Keinesfalls ist die Co-Zymase 
eine Co-Diphosphatese, und es existieren bis jetzt keine ex- 
perimentellen Belege fiir die Annahme, daB die Co-Zymase fiir 
die Veresterung zu Hexose-Monophosphat unentbehrlich ist. Ist 
die Annahme von Meyerhof richtig, kénnte man wohl er- 
warten, dab bei Abwesenheit von Co-Zymase eine Veresterung 
zu Hexosemonophosphorsiiure eintrite, was indessen nicht der 
Kall ist.) 

') Euler und Myrbick, Diese Zs. Bd. 139, 8. 15 und zwar §, 23, 
Tab. 3 (1924). Aus den in dieser Mitteilung angegebenen Versuchen (S. 18) 
geht auch in Ubereinstimmung mit iilteren Versuchen von Harden her- 
vor, daB die Co-Zymase bei der Spaltung (des Zymophosphates), d. h. 
bei der Phosphatasewirkung nicht beteiligt ist, wie dies neuerdings auch 
Meyerhof bestiitigt. — Vgl. Euler u. Thor Lévgren, Zur Kinetik 
der Oxydo-Reduktionsteilung bei Formaldehyd, Zs. anorg. u. allg. Chem. 
Bd 147, S. 123 (1925). 











Mikromethoden zur Ammoniakbestimmung im Harn. 
Von 
J. Weber und W. Krane. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Westfalischen Wilhelms-Universitit Miinster i. W.) 
{Direktor: Prof. Dr. R. Rosemann.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Januar 1:27.) 


Alle bisher zur Bestimmung von Ammoniak im Harn ver- 
wendeten Methoden haben den Nachteil, da trotz aller Vor- 
sichtsmaBnahmen wiihrend der Destillation eine Bildung von 
Ammoniak aus Harnstoff unvermeidbar ist. Die gefundenen 
Ammoniakwerte sind daher immer mehr oder weniger fehler- 
haft. Das gilt sowohl fiir die Folinsche Durchliiftungs- 
methode!) als noch viel mehr fiir die Destillationsmethode °*), 
weniger angeblich fiir die Methode von Iwanowitsch.*) Wenn 
daher diese Methoden fiir klinische Zwecke meistens aus- 
reichend sein werden, so sind sie doch iiberall dort vdllig 
unbrauchbar, wo groBte Genauigkeit erforderlich ist. 

Dagegen schalten die unten beschriebenen Methoden die 
erwahnte Fehlerquelle voéllig aus, indem sie das Ammoniak 
des Harns zur Fiallung bringen und seine Bestimmung erst 
erfolgt, nachdem die iibrigen Harnbestandteile restlos ent- 
fernt sind. 

Theoretiseher Teil. 
i. Fallung durch Nesslers Reagens. 

Nesslers Reagens fillt Ammoniak als Oxydimercuri- 
ammoniumyjodid 





*) Folin, Diese Zs. Bd. 37, 8S. 161 (1902/03). 
*) Kriiger-Reich, Diese Zs. Bd. 39, S. 165 (1903). 
*) Iwanowitsch, C. R. Bd. 92, S. 520 (1925). 
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Die Fallung ist vollstindig und man kann durch Zentri- 
fugieren einen Niederschlag gewinnen, der das vorhandene Am- 
moniak quantitativ enthalt. Nach Absaugen der Flissigkeit 
und Zusatz von Salpetersiiure und gemessener Mengen Silber- 
nitratlésung, durch die nach Zersetzung des Niederschlages 
sich das entstandene Mercurijodid in Silberjodid umsetzt, kann 
das Quecksilber und das iiberschiissige Silbernitrat durch Ti- 
tration mit Rhodanammonium bestimmt werden. 

Da in dem entstandenen Niederschlag 1 Aquivalent Am- 
moniak mit 1 Aquivalent Jod und 4 Aquivalenten Quecksilber 
verbunden ist, ergibt bei Verwendung von n/10-Suilbernitrat- 
und Rhodanlésung die Division der Titerdifferenz durch 3 die 
im Niederschlag enthaltene Menge n/10-NH,. Man kann daher 
nach Fallung mit Nesslers Reagens Ammoniak mit gro8er 
Genauigkeit bestimmen. 

Befinden sich in der Lésung auBer Ammoniak andere 
Salze, die mit Nesslers Reagens irgendwelche Niederschlige 
geben, so muB man das gefallte Ammoniak nach Destillation 
direkt bestimmen. Dieses Verfahren muf insbesondere auch 
bei der Untersuchung von Harn angewendet werden. Dabei 
wird das Gemisch der aus dem Harn ausfallenden verschieden- 
artigen Niederschlage abgetrennt, das Ammoniak durch Zu- 
satz von Kjeldahl-Lauge und Kaliumsulfid aus dem Oxydi- 
mercuriammoniumjodid in Freiheit gesetzt und in vorgelegter 
Siiture aufgefangen. Aus dem Titerverlust der Siure ergibt 
sich sodann die im Niederschlag vorhanden gewesene Menge 
Ammoniak. 


2. Fallung durch Natriumkobaltinitrit. 
Natriumkobaltinitrit fallt Ammoniak. Die Fallung ist in 
verdiinnten Lisungen aber nicht vollstindig. Zusatz von Alkohol 
dringt die Léslichkeit von Ammoniumkobaltinitrit stark zuriick 
und macht schlieBlich die Fallung quantitativ. Bei weiterem 
Alkohoizusatz kommt auch das zugesetzte Fallungsmittel selber 
zum Ausfallen. Das im Niederschlag enthaltene Ammoniak 
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kann man nach Zusatz von Kjeldahl-Lauge in Freiheit 
setzen und gleichfalls in vorgelegter Siure auffangen. 

Im Harn kann durch reichlichen Alkoholzusatz auch Harn- 
stoff ausgefillt werden. Bei Verwendung der im methodischen 
Teil angegebenen Mengenverhiltnisse wird jedoch die Fiallung 
des Ammoniaks vollstiindig, ohne daB auch nur Spuren yon 
Harnstoff mit niedergeschlagen werden. 


Experimentelile Begriindung. 


1, Lésungen von bekanntem Ammoniakgehalt wurden mit 
Nesslers Reagens versetzt, zentrifugiert, die iiberstehende 
Hliissigkeit abgehoben, der Niederschlag mit 2°/, NaOH dreimal 
gewaschen und schlieBlich Salpetersiiure und eine gemessene 
Menge n/10-Silbernitrat zugetiigt. Nach Zusatz von Eisen- 
ammoniakalaun wurde mit n/10-Rhodanammonium wie oben 
angegeben, zuriicktitriert. Dabei wurde das urspriinglich vor- 
handene Ammoniak restlos wiedergefunden. 

Z. 1b. wurden 0,5 ccm einer n/10-Rhodanammoniumlésung 
zur Bestimmung verwendet, die also 0,00085g NH, enthilt. 
Nach Zusatz von 2,13 ccm un/10-Silbernitratlésung wurden bei 
der Titration 3,62 ccm n/10-Rhodanammonium verbraucht. Is 
wurden also gefunden 1,49/3 = 0,497 ccm n/10-NH,_ ent- 
sprechend 0,000845 g NH,. 

2. 0,5ccem n/10-Rhodanammonium, enthaltend0,00085 g NH, 
wurden ferner mit Nesslers Reagens versetzt und nach der 
im methodischen Teil angegebenen Weise der Ammoniakgelia lt 
bestimmt. Es wurde gefunden: 

0,00085 g NHg, 
0,00083 g NH,, 
0,00083 g NH,. 
In frisch gelassenem Harn wurde in 2 ccm gefunden: 
0,000267 g NH,g, 
0,000264 g NH,, 
0,000269 g NHg. 


Wurden zu diesem Harn 0,5ccm n/10-Rhodanammonium- 
lésung zugesetzt, so fanden sich: 
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0,00114 g NH, 
0,00109 g NHsg, 
0,00111 g NHg. 

Es wurde also zum Harn zugesetztes Ammoniak restlos 
wiedergefunden. 

Harnstoff gibt in den im Harn vorkommenden Konzen- 
trationen keinen Niederschlag mit Nesslers Reagens. 

3. 0,5ccm n/10-Rhodanammonium wurden ferner nach 
Kallung mit Natriumkobaltinitrit ohne Zusatz von Alkohol 
untersucht und dabei gefunden: 

0,00073 g NH,, 

0,00073 ¢ NHs, 

0,00072 « NH. 
Wurde dagegen die Bestimmung unter Zusatz von Alkoho! 
nach der unten beschriebenen Methode ausgefiihrt, so wurde 
das vorhandene Ammoniak restlos wiedergefunden: 


0,00084 g NH,, 
0,00085 g NH,, 
0,00083 g NH. 
Mit der Kobaltnitritfillung wurde in 2 ccm frisch ge- 
oO Q 
lassenem Harn gefunden: 
0,000428 g NH,, 
0,000422 g NH,, 
0.000428 g NH,. 
Nach Zusatz von 0,5ccm n/10- Rhodanammoniumlésung 
zu 2ccem desselben Harnes ergab die Bestimmung: 
” 0.00126 g NHs, 
0,00124 g NH,, 
0,00128 g NH,. 
Zu Harn zugesetztes Ammoniak wurde also auch mit der 
Kobaltnitritfillung restlos zur Bestimmung gebracht. 
Harnstoff wird durch Natriumkobaltnitrit und Alkohol in 
den in der Methode angewendeten Mengenverhiiltnissen nicht 
gefallt. 
4. Die Ubereinstimmung der Ergebnisse bei Nessler- 
Fallung und bei Kobaltnitritfillung zeigen folgende Versuche: 
In 2ccm Harn wurde gefunden nach Fallung mit Nesslers 
Reagens 
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0,000154 g NHg, 
0,000149 g NH,g, 


nach Fallung mit Kobaltnitrit 


0,000149 g¢ NH,, 
0,000146 ¢ NH,. 


Methodischer Teil. 


Beschreibung der Apparatur. 


Um die Methode zu einer brauchbaren Schnellmethode 
zu gestalten, ist es erforderlich, sie mit Hilfe einer den Ver- 
hiltnissen angepaBten Apparatur auszufiihren, die gestattet, 
die Fallung und die Abtrennung, Waschung und Zersetzung 
des erhaltenen Niederschlages in einem Gefi§ vorzunehmen, 
das auch zur anschlieBenden Destillation des Ammoniaks ver- 
wendet werden kann. Diese Operationen werden daher in einem 
etwa 30cem fassenden Zentrifugenglas vorgenommen, das mit 
einem Schliff versehen ist, durch den die Einschaltung in die 
Destillationsvorrichtung erméglicht wird. 

Zur Destillation wird das Wasser in dem etwa 500 ccm 
fassenden Rundkolben A zum Sieden erhitzt und der Dampt 
durch das Rohr 6 in das Zentrifugenglas eingeleitet. Das 
Rohr 4 ist mit einer kugeligen, mehrere Licher tragenden 
HKrweiterung versehen, die bis nahezu auf den Boden des Zentri- 
fugenglases B reicht. Die Dimpfe gelangen dann durch den 
Kuppelraum c und die mit einem ‘Tropfenfainger versehene 
Sicherheitskugel / in den Kiihler #. Nach Kondensation flieBt 
das Destillat durch das Glasrohr ¢ und f in die Vorlage F/-. 
Das Rohr f endet gleichfalls in einer kugeligen, durchlécherten 
Erweiterung unmittelbar iiber dem Boden von / Die Vor- 
lage / ist durch einen Schliff in die Apparatur eingefiigt und 
kann nach beendigter Destillation abgenommen werden, so daB 
die Titration direkt in der Vorlage erfolgen kann. 

Das Durchsaugen eines schwachen Luftstromes beseitigt 
alle Druckschwankungen. Dazu kann die Vorlage F an eine 
Wasserstrahlpumpe angeschlossen werden. Der Kintritt der 
Luft erfolgt durch das Steigrohr /. Dieses triigt am oberen 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXYV. 4 
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or 


Ende eine 15—20ccm ftassende bauchige Erweiterung, der 


untere Teil von J taucht mit einer trichterformigen Erweiterung 
in die Fliissigkeit von XK ein. 

In den Verlauf von 4 ist ein mit Hahn versehener 'T'richter ( 
eingeschaltet, durch den die Zugabe der Reagenzien erfolgt, 
ein gleicher Trichter H befindet sich am Beginn des Rohres «. 
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Durch diesen kann nach beendigter Destillation e und 7 ge- 
spilt werden. 

Das Wasser im Dampfentwickler A enthilt einige Glas- 
kugeln und etwas Talcum zur Erzielung eines gleichmibigen 
Siedens und etwas H,SO, zur Reinigung von den Spuren Am- 
moniak der Aufenluft, die beim Durchsaugen des Luftstromes 
die Bestimmung falschen kénnten. 

Diese Apparatur schaltet bei richtiger Handhabung alle 
Fehlerquellen voéllig aus. 
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Ausfihrung der Bestimmung. 


Die Ammoniakbestimmung wird in 2 ccm Harn ausgefiilhrt, 
za dem 2ccm Wasser und 10ccm Nesslers Reagens unter 
leichtem Umschiitteln zugesetzt werden. Unmittelbar danach 
wird 10 Minuten lang mit 3000 Umdrehungen in der Minute 
zentrifugiert und die tiberstehende Fliissigkeit abgehoben. Dieses 
geht bei Verwendung der von Krane?) angegebenen Absaug- 
vorrichtung schnell und sicher von statten. Der Niederschlag 
wird sodann 2mal mit 2°/, NaOH gewaschen, wobei darauf 
zu achten ist, daB der Niederschlag beim Zusatz der Wasch- 
fliissigkeit heftig aufgewirbelt wird. Das Zentrifugenglas wird 
nunmehr an die Destillationsvorrichtung angeschlossen und die 
Dichtigkeit der Schliffe gepriift. Dazu wird mit dem Durch- 
saugen des Luftstromes begonnen, der so reguliert wird, dab 
nicht mehr als 10 Luftblasen in der Minute in der Vorlage 
erscheinen. Man lift zunichst so viel eines Gemisches von 
gleichen Teilen Kjeldahl-Lauge und konz. K,S-Lésung zu- 
flieBen, daB die Kugel des Einleitungsrohres von F liissigkeit 
bedeckt ist, und beginnt die Destillation. Nach 3 Minuten 
laBt man weitere 5ccm Lauge zu und destilliert bei kleiner 
Flamme noch 1 Minute weiter. Danach werden beide Trichter- 
hihne gedffnet, die Vorlage und das Zentrifugenglas abge- 
nommen und das Rohr in die Vorlage ausgespiilt. 

Bei Fallung als Ammoniumkobaltinitrit werden zu 2 ccm 
Harn 2ccm Wasser und 5 ccm Natriumkobaltinitritlésung hinzu- 
gefiigt. Das Natriumkobaltinitritreagens wird wie zur Kalium- 
bestimmung nach Kramer und Tisdal*) hergestellt. *) 

10 Minuten nach Zusatz des Fallungsmittels werden 4 ccm 
95°/,iger Alkohol tropfenweise unter Umschiitteln zugefiigt und 
nach weiteren 10 Minuten wird etwa 5 Minuten zentrifugiert. 
Die iiberstehende Fliissigkeit wird abgehoben und der Nieder- 
schlag 2 mal mit 40°/,igem Alkohol gewaschen. Die Zersetzung 
des Niederschlages erfolgt hier jedoch allein durch Zugabe 


*) W. Krane, Diese Zz. Bd. 163 8. 134 (1927). 

*) Kramer u. Tisdal, Jl. of Biol. Chem. Bd. 46, S. 486 (1923). 

5) Mandel u. Steudel, Minimetrische Methoden. Berlin 1923. 
4* 
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or 


Ende eine 15—20ccm fassende bauchige Erweiterung, der 
untere Teil von J taucht mit einer trichterférmigen Erweiterung 
in die Fliissigkeit von K ein. 

In den Verlauf von 4 ist ein mit Hahn versehener 'Trichter ( 
eingeschaltet, durch den die Zugabe der Reagenzien erfolgt, 
ein gleicher Trichter H befindet sich am Beginn des Rohres -. 
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Durch diesen kann nach beendigter Destillation e und 7 ge- 
spilt werden. 

Das Wasser im Dampfentwickler AK enthilt einige Glas- 
kugeln und etwas Talcum zur Erzielung eines gleichmiBigen 
Siedens und etwas H,SO, zur Reinigung von den Spuren Am- 
moniak der Aufenluft, die beim Durchsaugen des Luftstromes 
die Bestimmung falschen kénnten. 

Diese Apparatur schaltet bei richtiger Handhabung alle 
Fehlerquellen voéllig aus. 
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Ausfihrung der Bestimmung. 


Die Ammoniakbestimmung wird in 2 ccm Harn ausgefilirt, 
zu dem 2ccm Wasser und 10ccm Nesslers Reagens unter 
leichtem Umschiitteln zugesetzt werden. Unmittelbar danach 
wird 10 Minuten lang mit 3000 Umdrehungen in der Minute 
zentrifugiert und die iiberstehende F liissigkeit abgehoben. Dieses 
geht bei Verwendung der von Krane?) angegebenen Absaug- 
vorrichtung schnell und sicher von statten. Der Niederschlag 
wird sodann 2mal mit 2°/, NaOH gewaschen, wobei darauf 
zu achten ist, daB der Niederschlag beim Zusatz der Wasch- 
fliissigkeit heftig aufgewirbelt wird. Das Zentrifugenglas wird 
nunmehr an die Destillationsvorrichtung angeschlossen und die 
Dichtigkeit der Schliffe gepriift. Dazu wird mit dem Durch- 
saugen des Luftstromes begonnen, der so reguliert wird, dab 
nicht mehr als 10 Luftblasen in der Minute in der Vorlage 
erscheinen. Man lift zunichst so viel eines Gemisches von 
gleichen Teilen Kjeldahl-Lauge und konz. K,S-Lésung zu- 
tlieBen, daB die Kugel des Einleitungsrohres von Fliissigkeit 
bedeckt ist, und beginnt die Destillation. Nach 3 Minuten 
labt man weitere 5ccm Lauge zu und destilliert bei kleiner 
Flamme noch 1 Minute weiter. Danach werden beide Trichter- 
hihne gedffnet, die Vorlage und das Zentrifugenglas abge- 
nommen und das Rohr in die Vorlage ausgespiilt. 

Bei Fallung als Ammoniumkobaltinitrit werden zu 2 ccm 
Harn 2ccm Wasser und 5 ccm Natriumkobaltinitritlésung hinzu- 
gefigt. Das Natriumkobaltinitritreagens wird wie zur Kalium- 
bestimmung nach Kramer und Tisdal?) hergestellt. *) 

10 Minuten nach Zusatz des Fallungsmittels werden 4 ccm 
95°/,iger Alkohol tropfenweise unter Umschiitteln zugefiigt und 
nach weiteren 10 Minuten wird etwa 5 Minuten zentrifugiert. 
Die iiberstehende Fliissigkeit wird abgehoben und der Nieder- 
schlag 2 mal mit 40°/,igem Alkohol gewaschen. Die Zersetzung 
des Niederschlages erfolgt hier jedoch allein durch Zugabe 


*) W. Krane, Diese Zz. Bd. 163 8. 134 (1927). 

*) Kramer u. Tisdal, Jl. of Biol. Chem. Bd. 46, S. 486 (1923). 

°) Mandel u. Steudel, Minimetrische Methoden. Berlin 1923. 
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von 2ccm der Kjeldahl-Lauge. Im iibrigen wird genau wie 
oben verfahren. 

In der Vorlage befinden sich in beiden Fallen 5 cen 
n/50-H,SO,, die im Liter 55g NaJO, enthilt. Die Titration 
erfolgt nach Zugabe von 2ccm 5°/,iger KJ-Losung und einiger 
Tropfen Starkelésung mit n/50-Thiosulfatlésung. 


Anwendbarkeit der Methoden. ‘i 

Beide Fiallungsarten geben gleich gute Resultate. Bei 
Untersuchung des Harnes geben wir jedoch der Fallung mit 
Natriumkobaltinitrit den Vorzug, da der entstehende Nieder- 
schlag geringer und leichter waschbar ist als der massige 
Nessler-Niederschlag, der bei ungeniigender Waschung Harn- 
stoff einschlieBen und dadurch leicht zu hohe Werte vortiiuschen 
kann, doch kénnen die dadurch bedingten Fehler unbedenklich 
vernachlissigt werden. 

Die Methode gestattet, sogar noch Ammoniakmengen vou 
0,omg und weniger zu bestimmen. Die dabei erreichte Ge- 
nauigkeit diirfte den hochgespanntesten Anspriichen gerecht 
werden. 

Die Ammoniakbestimmung nach Fallung mit Natrium- 
kobaltinitrit ist auch im Blut anwendbar. Uber die Hinzel- 
heiten werden wir demniachst berichten. 
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Il. Mitteilung. 


Zur Zersetzung des Traubenzuckers durch stark verdiinntes Alkali. 
Von 
Prof. Dr. ned. et phil. F. Fisehler. 


Aus dem Institut fiir angewandte Chemie in Miinchen. Vorstand: Geheiwrat Pref. 


Dr. phil. et med. Th. Paul.) 


(Der Redaktion zugegangen aim 16. Januar 1627, 


In meiner ersten Mitteilung') tiber Zuckerspaltung unter 
der Wirkung stark verdiimnten Alkalis kounte ich den Nach- 
weis fiihren, daB man bei der Destillation von Traubenzucker 
und anderen Zuckerarten, die eine freie Aldehyd- oder Keton- 
gruppe haben, auch bei Anwendung sehr stark verdiinnten 
Alkalis leicht den Ubergang von Methylglyoxal ins Destillat 
beobachten kann. Die allgemeine Annahme, daf der erste 
Zerfall des Traubenzuckermolekiils unter Aufspaltung in zwei 
} C-Ketten vor sich geht, erhielt hierdurch eine neue Stiitze. 
Denn die einfachste Vorstellung von den hierbei médglichen 
chemischen Umsetzungen ist die, dai sich zuerst unter Auf- 
spaltung des Oxydringes ein Alkaliglucosat bildet, daB dann 
unter Riickbildung von NaOH mit iiberschiissigem Wasser unter 
Sprengung der C-Kette in der Mitte, in die beiden 3 C-Ketten 
zerlegt wird. Die obere Kette bildet unter weiterem Austritt 
von Wasser Methylglyoxal, die untere stellt fertiges Glycerin- 
aldehyd dar. Die nachstehende Formel mag diesen hypo- 
thetischen Vorgang veranschaulichen. 

Diese Anschauungen wiirden durch den exakten Nachweis 
von Glycerinaldehyd im Destillationsriickstand erheblich an 


) F. Fischler, Diese Zs. Bd. 157, S. 1 (1926). 
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Festigkeit gewinnen. Aber trotz aller daraut gerichteten Miihe 
konnte ich das Vorhandensein des gesuchten Spaltproduktes, 
wenn man die Destillation unter Ersatz des Wassers so weit 
treibt, daB auch bei erneutem Zusatz von Alkali kein Methy!- 
glyoxal mehr tibergeht, nur wahrscheinlich machen. Die Gly. 
cerinaldehydosazonbildung scheitert im Riickstand an der fast 
mit RegelmiBigkeit auftretenden Verschmierung, obwohl alley 
Traubenzucker sicher zersetzt ist und obwohl der Riickstand 
in der Kilte eine starke Reduktion von Fehlingscher Lésung 
bewirkt, ein Verhalten, das der Glycerinaldehyd in gleiche: 
Weise zeigt. 





is H 
C=0 C=O 
| | + H,0 
H—C—OH C=O 
OH|—c-u sf C=H, 
a + = Methylglyoxal 
H—C—O Na OH H—C=0 
| + NaGQi 
H—C—OH H —-C—OH 
| 
H—C—OH H,=C-—OH 
H 
Natriumglucosat Glycerinaldehyd 


Hs galt daher die Griinde dieser Schwierigkeiten niher 
zu priifen. Sicher laufen neben der erwihnten mdglichen 
Spaltung des Traubenzuckers auch noch andere Umsetzunge 
einher. Die alsbald auftretende Gelbfirbung der Fliissigkeit 
im Destillationskolben, ferner der Geruch nach Caramel zeigen. 
daB die bekannte Kinwirkung des Alkalis auf Zucker in der 
Hitze unter Caramelbildung hierbei ebenfalls erfolgt. Mindestens 
ein Teil und zwar eine schwer abschitzbare Menge des zu- 
gesetzten Zuckers erfihrt so anderweitige Umwandlungen. Die 
nichste Aufgabe bestand also in dem Versuch, die Caramel- 
bildung méglichst einzuschrinken. Nun hat Framm?) vor 

'!) F. Framm, Uber die Zersetzung von Monosacchariden durch 
Alkalien, Pfliigers Arch. Bd. 64, S. 575 (1896). 
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langer Zeit ein Verfahren beschrieben, wodurch es gelingt cine 
Zersetzung von Zuckerarten ohne jede Gelbfirbung zu bewirken, 
Er leitete bei einer Temperatur von nicht iiber 45° einen 
starken Luftstrom durch mehr oder minder stark alkalisierte 
Zuckerlésungen und beobachtete eine Verminderung des Zucker- 
gehaltes der Fliissigkeit bis zu 64,64 Gewichtsteilen der an- 
gewendeten Glucose. Aber einmal arbeitete Framm mit sehr 
viel stirkeren Alkalikonzentrationen, wie ich sie anwenden 
kann, weiter erhielt er andere Zersetzungsprodukte, vor allem 
Acetaldehyd und Ameisensiiure neben anderen nicht niher 
analysierten Stoffen. Nie erhielt er Milchsiure bei der Zucker- 
zersetzung mit Liiftung, wohl aber ohne Liiftung. 

Bei Wiederholung dieser Versuche unter Anwendung vou 
Alkalikonzentrationen, die sich mir zur Erzielung guter Aus- 
beuten von Methylglyoxal bewihrt hatten, erhielt ich auch bei 
stigigem Luftdurchleiten iiberhaupt keine Zersetzung des Trau- 
benzuckers. Hohere ‘l'emperaturen oder stirkere Alkalikon- 
zentrationen verursachten aber entweder Caramelbildung oder 
eine Zersetzung anderer Art, bei der die Methylglyoxalbildung 
anscheinend ausblieb. 

Schon in meiner ersten Mitteilung iiber diese Fragen 
konnte ich zeigen, dab ein Zusatz von etwa 69/, Na,SO, zur 
m/25—m/50-Na,CO,-Lésung die Caramelisierung wesentlich 
vermindert. Nun hatten die Versuche von Framm und meine 
Wiederholung derselben ergeben, daB die Zufuhr von Lutt, 
d.h. Sauerstoff, die Traubenzuckerzersetzung andersartig ge- 
staltet. Die méglichste Vermeidung von Sauerstoftzutritt waihrend 
der Destillation schien daher angezeigt. Tatsiichlich lift sich 
die Caramelisierung noch mehr vermindern, wenn man mit 
m/25-NaHCO, arbeitet und wihrend der ganzen Dauer der 
Destillation einen CO,-Strom durch die Flissigkeit leitet. 
Dabei zeigt sich, daB erst nach etwa 20—30 Minuten eine 
leichte Gelbfiirbung der Destillationsfliissigkeit auftritt, und 
daB auch bei der Zuendedestillation ihr Farbenton nur dunkel- 
gelb, aber nie braun wird. Der Geruch nach Caramel ist dann 
-entweder iiberhaupt nicht wahrnehmbar oder eben gerade an- 
gedeutet. 
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In dieser Weise fiihrte ich nun meine weiteren Versuche 
durch. Die Ausbeute an Methylglyoxal im Destillat ist aber 
auch hierbei nicht wesentlich vermehrt, sondern hilt sich an 
der oberen Grenze meiner friiher beobachteten Werte zwischen 
7—8°/, des angewendeten Traubenzuckers. Das Destillat riecht 
allerdings etwas anders und reagiert gegen Lackmus sofort 
stark sauer. Das kommt aber nur von beigemischter CO, her, 
da nach dem Trocknen das Lackmuspapier wieder seine w- 
spriingliche Farbe annimmt. SO, wird aus dem Natriumsultit 
unter den angegebenen Bedingungen nicht abgespaltet. Das 
Methylglyoxal wurde durch Osazonbildung mit Schmelzp. 145° 
identifiziert. 

Das gréBte Interesse muBte nun die Untersuchung der 
nach villiger Abdestillation des Methylglyoxals zuriickbleibenden 
Fliissigkeit beanspruchen. Aber auch unter diesen Versuchs- 
bedingungen laBt sich in ihr keine Glycerinaldehydosazonbildung 
feststellen. Man erhalt die nimliche uncharakteristische tiei 
rotbraune Schmiere, von der ich in der ersten Mitteilung be- 
richten muBte. 

Und doch ist der Nachweis, daB sich der gesuchte Kérper 
bei der Traubenzuckerdestillation aus sehr diinnem, alkalischem 
Medium bildet, sehr leicht, wenn man nur einen Umstand kennt 
und beachtet, nimlich den, daB Glycerinaldehyd zwar nicht 
fliichtig ist, im Destillationskolben also zuriickbleiben muB, sich 
aber bei der Kinwirkung von Alkali auch so geringer Konzentration, 
wie hier angewendet wurde, unter Bildung von Methylglyoxal 
zersetzt. Das habe ich allerdings nicht an Glycerinaldehyd 
selbst festgestellt, wohl aber an Dioxyaceton, was mit ihm in 
wiibriger Losung ja die weitgehendste Ubereinstimmung zeigt, 
worauf spiter ausfiihrlicher zuriickzukommen sein wird. 

Dioxyaceton ist im Handel als Oxantin zu erhalten und 
wurde mir bereitwilligst von der I.G. Farbenindustrie zur Ver- 
figung gestellt, wofiir ich auch hier meinen verbindlichsten 
Dank aussprechen méchte. Unterwirft man Dioxyaceton der 
von mir fiir Traubenzucker und andere Zuckerarten beschrie- 
benen Alkalidestillation, bis im Destillat die Jodoformreaktion 
nicht mehr nachweisbar ist, so erhilt man etwa 5,5—6,5"/, 


¥ 








Beitrige zur Frage der Zuckerwirkung im Organismus. D7 


des verwendeten Dioxyacetons als Methylglyoxal im Destillat 
wieder. Die Identifikation geschah durch die Bildung des Me- 
thylglyoxalosazons mit seiner charakteristischen Krystallbildung 
und emem Schmelzpunkt von 145—147°. Das Dioxyaceton 
neigt aber noch viel mehr als ‘l'raubenzucker zur Carameli- 
sierung, tiberdies ist es an der Luft nicht bestiindig, da es 
leicht teilweise in Milchsiure iibergeht. Es muf auffallen, 
dab die Menge abdestillierbaren Methylglyoxals aus Dioxyaceton 
und ‘Traubenzucker nicht sehr verschieden ist und es liegt 
daher die Vermutung nahe, daB sich Dioxyaceton in alkalischer 
Ldosung im eine Hexose umwandelt. Dies ist aber unter den 
von mir angewendeten Arbeitsbedingungen wohl nicht der Fall, 
denn es tritt weder in der restierenden liissigkeit noch bei 
wiederholter Priifung durch Fliissigkeitsentnahme aus dem 
Destillationskolben wahrend der Destillation eine Links- oder 
Rechtsdrehung auf. Es wiire doch sehr schwer verstiindlich, 
daB sich stets gleiche Mengen rechts- und linksdrehender Hexose 
bildete, so dafB eine Drehung der Polarisationsebene nicht zu- 
stande kommen kénnte. Versetzt man dann die restierende 
Fliissigkeit mit Phenylhydrazinchlorhydrat und Natriumacetat, 
so bildet sich kein Osazon, wohl aber die rotbraune Farbstoff- 
schmiere, die von der Traubenzuckerdestillation her bekannt ist. 

Nach dem <Ausfiall dieser Versuche war es klar, dab man 
nicht in einer zu Ende destillierten Traubenzuckerlésung nach 
etwa gebildetem Glycerinaldehyd suchen durite. Man findet 
es aber wie gesagt leicht, wenn man folgendermaben vorgeht: 

5,00 g Traubenzucker reinst Merck pro injectioni werden in 250 ecm 
Wasser gelist. Ferner werden 15 g Na,SQ, in 250 cem m/25-NaHCO, 
aufgelést und in einen 500 cem fassenden Destillationskolben mit hohem 
Ansatz des Destillationsrohres iibergefiithrt. Ein doppelt durchbohrter 
Gummistopfen triigt in dem einen Bohriloch einen Tropftrichter, dessen 
AbfluBrohr mehrere Zentimeter unterhalb des Ansatzrohres des Destil- 
lationskolbens reicht, das zweite Bohrloch fiihrt cine capillar ausgezogene 
Glasréhre, die fast bis an den Boden des Destillationskolbens reicht, und 
deren anderes Ende mit einem Kohlensiureentwicklungsapparat ver- 
bunden ist. Nun wird die Fiitssigkeit im Destillationskolben unter gleich- 
zeitiger Durchleitung eines mittelkriftigen CO,-Stromes zum Sicden er- 
hitzt. Der Tropftrichter ist wihrenddessen mit der waéBrigen ‘Trauben- 
zuckerlésung gefillt worden. Die Traubenzuckerlisung lift man nun 







































58 
aus dem Tropftrichter nach MaBgabe der Abdestillation tropfenweise 
zuflieBen. Die Menge der Destillationsfliissigkeit kann so annihernd 
gleichgehalten werden. Im Anfang des Zutropfens der ‘Traubenzucker- 
lésung tritt gar keine Farbanderung in der Destillationsfltissigkeit auf, 
Erst nach etwa 20—25 Minuten 1i8t die Destillationsfliissigkeit einen 
leicht gelben Farbenton erkennen. Die Jodoformreaktion erscheint iin 
Destillat ebenfalls weit spiiter, als bei der friiheren Versuchsanordnung 
und kommt erst nach etwa einer halben Stunde auf die gewohnte Iihe, 
Die Traubenzuckerloésung ist nun im ganzen nach °/,—1 Stunde zugetropft. 
Nun setze ich noch etwa 50 cem Wasser aus dem Tropftrichter zu. Die 
Destillationsfliissigkeit ist jetzt deutlich gelb, die Jodoformreaktion iin 
Destillat stark. Nun unterbricht man die Flamme, li8t aber den CO.- 
Strom noch weiterlaufen. In der Zwischenzeit hat man in iiblicher Weise 
eine Phenylhydrazinlésung hergerichtet und in einen reinen Kolben {il 
triert. Nun wird die noch ganz heiBe Destillationsfliissigkeit zu der 
Phenylhydrazinlésung filtriert und sofort etwa 30 ccm Lisessig hinzu 
gefiigt. Die Lisung wird deutlich heller gelb und es entweicht dic 
iiberschiissige Kohlensiiure. Nun stellt man den Kolben auf einige 
Minuten auf ein vorher zum Sieden erhitztes Wasserbad, nachdem man 
vorher noch tiichtig umgeschwenkt hat. Schon nach wenigen Minuten 
triibt sich die Fliissigkeit im Kolben und verindert ihren vorher gelben 
Farbenton in einen deutlich rétlichen. Man nimmt nun den Kolben vom 
Wasserbad und 1a8t ihn bei Zimmertemperatur stehen. Zum Abschlu! 
der Luft setzt man jetzt einen gut schlieBenden Stopfen auf. Schon 
nach 5—10 Minuten beginnt eine Krystallisation. Am Grunde des Kolbens 
sammeln sich geibe Krystalle in miBiger Menge. Untersucht man sic 
sofort unter dem Mikroskop, so findet man auferordentlich zierliche. 
anscheinend in reiner Kreuzform zusammenliegende, einzelne Krystalle, 
die bei abgeblendetem Lichte rein gelb sind. Bei stirkerer VergréBerung 
sieht man aber, daB sie nach innen zu gebogen sind. Ihre Gestalt lilt 
sich am einfachsten mit 2 Paar kurzen, am Grunde zusammengewachsenen 
Kuhhérnern vergleichen, wodurch eine Art Kreuzform vorgetiiuscht wird. 

Nach etwa ?/, Stunde hat sich am Grunde des Kolbens schon eine 
ganz ansehnliche Menge dieser Krystalle gebildet. Doch ist ihre Farbe 
nun schon ausgesprochen rétlich. Untersucht man im Mikroskop, so 
finden sich gelbe und rote Krystalle genau derselben Form nebencinander. 
Man 148t den Kolben nun noch 1—2 Stunden stehen, filtriert aber zweck- 
miBig ab, ehe der Kolben ganz erkaltet ist. Denn bei weiterem Stehen- 
lassen erfolgt meist eine zweite ganz andere Krystallisation: feinste, gelbe, 
lange, gebogene Nadeln, die die Eigenschaft haben, sich leicht zusammen- 
zuballen. Sollte sich diese Krystallisation friiher bilden, so gelingt es 
meist durch Erhitzen auf etwa 50° sie wieder in Lésung zu bringen. 
Das Abfiltrieren muf rasch vor sich gehen, gelingt in weitaus der Mehr- 


zahl der Falle auch ganz leicht, Nun wiischt man die roten Krystalle 
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mit hei’em Wasser so lange aus, bis das Wasser, welches im Antange 
selb gefiirbt ist, farblos abflieBt. Man lit abtropfen und list die roten 
Krystalle in einer heiSen Mischung von Athyl- und Methylalkohol zu 
gleichen Teilen. Sie lésen sich darin sehr leicht. Die alkoholische 
Lésung wird mit heibem Wasser in kleinen Schiiben so lange versetzt, 
bis eben eine Triibung in der alkoholischen Lésung entsteht und be- 
stehen bleibt. Es ist dazu etwa das Doppelte der Alkoholmenge erfor- 
derlich. Nun iiberliBt man die Lésung itber Nacht in gut verschiosse- 
nem Erlenmeyerkolben der Krystallisation. Der Krystallbrei wird ab- 
filtriert, nochmals mehrmals mit heiSem Wasser gewaschen, abtropfen 
lassen und im Vakuumexsiccator zetrocknet. Untersucht man den Kry- 
stallbrei aus der alkoholischen Lésung unter dem Mikroskop, so findet 
man nicht mehr die feinen kreuzformartig angeordneten Krystalle, wie 
sie oben beschricben wurden, sondern viel gréSere und mannigfaltig ver- 
wachsene Krystalle, die aber die kreuzartige Grundform noch deutlich 
erkennen lassen. Ihre Farbe ist rein rot, wie etwa Kaliumbichromat. 
Die Menge der so gewonnenen Krystalle ist, wenn man von 5 ¢ Trauben- 
zucker ausgeht, etwa 0,2—0,4 g. Bei sauberem Arbeiten hat man nun 
eine analysenreine Substanz vor sich. 

Die zweite oben beschriebene Krystallisation soll hier nicht niher 
beschrieben werden, das bleibt spiiterer Publikation vorbehalten. 

Hs galt nun die roten Krystalle zu analysieren. Gegen 
die Vermutung, daB es sich um Glycerinaldehydosazon handelt, 
sprach eigentlich nur die rote Farbe. Aber bei der Analyse 
hat sich dieses Bedenken als belanglos herausgestellt. 

Die Krystalle schmelzen genau bei 132° und ihr C-, H- 
und N-Gehalt stimmt bei der Verbrennung und der Stickstofi- 
bestimmung nach Dumas mit Glycerinaldehydosazon iiberein. 


Gefunden Berechnet als Glycerinaldelydosazon 
C = 66,96", C = 67,16°/, 
H= 5,94°, H= 5,96°/ 
N = 20,92°), N = 20,90°,, 
Schmelzp. = 132° Schmelzp. = 132°. 


Die Bestimmungen wurden aus einer Mischung der ana- 
lysenreinen Substanz aus mehreren Destillationsriickstinden 
gewonnen. 

Es ist demnach nicht zweifelhaft, daB hier das 
Osazon des Glycerinaldehyds bzw. des Dioxyacetons 
vorliegt, die ja bekanntlich dasselbe Osazon bilden. 

Merkwiirdig ist nur die rote Farbe der Krystalle. Nun 
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habe ich noch nachzutragen, dab ich bei der jetzt frithzeitig 
ausgefiihrten Unterbrechung der Destillation zur Gewinnung 
des Glycerin- bzw. Dioxyacetonosazons niemals eine Verschmie- 
rung der mit Phenylhydrazin versetzten Fliissigkeit in dem 
rotbraunen Farbenton erhielt, die alle friiheren Versuche dey 
Gewinnung der gesuchten Substanz nahezu vereitelt hat. De- 
stilliert man in der friiher angegebenen Weise den 'Trauben- 
zucker zu Ende, so erhali man sie aber regelmabig. Ks ist 
kein Zweifel, daB je linger die Destillation und damit die 
Spaltung des Traubenzuckers durchgefiihrt wird, man dann 
auch noch mit anderen Umsetzungen zu rechnen hat. Kine 
dieser Umwandlungen fiihrt jedenfalls zur Bildung des roten 
Farbstoffes. DaB es gerade die Umsetzungen des Trauben- 
zuckers sind, die zu der Farbstoffschmiere fithren, geht am ein- 
fachsten daraus hervor, daB man auch bei der Zuendedestillation 
von Dioxyaceton schlieblich die niimliche rote Farbstoffschmiere 
erhilt, wie bei der Destillation von Zuckern. Man kénnte 
hieraus einen weiteren Beweis fiir das Auftreten von Spalt- 
produkten, wie Dioxyaceton oder Glycerinaldehyd ableiten. 

Doch liBt er sich in anderer Weise noch viel sicherer 
fiihren. IJIhn hier mitzuteilen méchte ich nicht unterlassen, 
ehe ich auf die Rotfarbung des Glycerinaldehydosazons noch 
zuriickkomme. 

In der ersten Mitteilung iiber die Traubenzuckerspaltuny 
durch Alkali habe ich auch untersucht, ob nicht durch Ein- 
wirkung geringer Saéuregrade ebenfalls ein Zerfall der Zucker. 
molekel in zwei 3C-Ketten bewirkt wird. Ich konnte dies an 
Hand der unternommenen Versuche ablehnen. Ganz anders 
aber verhilt sich ein Zucker, wenn er einige Zeit der Alkali- 
destillation unterworfen worden ist. Neutralisiert man z. b. 
die alkalische Destillationsfliissigkeit von Traubenzucker etwa 
zu der Zeit, die ich fiir die Gewinnung des Glycerinaldehyd- 
osazons angegeben habe mit Schwefelsiiure, so kann man bei 
nunmehrigem weiteren Zusatz von etwa 15°/,iger Schwefel- 
siure aus dem T'roftrichter eine recht erhebliche Weiterbildung 
von Methylglyoxal erhalten, denn das Destillat der nunmehr 
sauren Weiterspaltung der Glykose zeigt andauernd eine starke 
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Jodoformreaktion. Das gebildete Methylglyoxal wurde durch 
Verbrennung und Schmelzpunkt identifiziert. Ich habe auch bier 
versucht, eine quantitative Bestimmung durchzufiihren, da nach 
einiger Zeit die Methylglyoxalbildung geringer wird und schlieB- 
lich aufhért, auch wenn weiter Siure in den Destillationskolben 
zutropft. Man erhalt also auch hier eine Zuendedestillation. Sie 
schwankt hier aber viel erheblicher, als bei der Alkalidestillation 
und bewegt sich zwischen 4—6°/, des angewendeten Trauben- 
zuckers, eine immerhin betriichtliche Zahl. Die Erklirung fiir 
dieses Verhalten ist einfach. Zuerst bewirkt das Alkali einen 
AufschluB des Zuckers unter Entstehung von zwei 3 C-Ketten. 
Nun ist es eine Kigenschaft des Dioxyacetons, in saurer Lisung 
in erheblichem MaBe in Methylglyoxal zu zerfallen. Versuche 
mit reinem Dioxyaceton haben mir dies noch speziell bestiitigt. 
Bekanntlich ist gerade auch in jiingster Zeit die Darstellung 
reinen Methylglyoxals auf diese Weise gelungen. H.O.L. Fischer 
und ©. Taube) konnten wasserfreies Methylglyoxal durch 
Destillation von Dioxyaceton mit P,O, im Vakuum erhalten 
und seine EKigenschaften genauer feststellen. Man kann aber 
auch leicht aus einer konzentrierten wiBrigen Lésung von 
Dioxyaceton durch Destillation mit Schwefelsiure mehrprozentige 
wifrige Methylglyoxallésungen erhalten, wie mich spezielle 
Versuche belehrten. Kurz, die EKigenschaft des Dioxyacetons, 
in saurer Lésung bei der Destillation Methylglyoxal abzuspalten, 
ist offenbar gro8. Der chemische Vorgang ist einfach genug 
und beruht auf Wasserentzug. 

Wenn also erst nach erfolgter Kinwirkung von Alkali auf 
‘Traubenzucker eine darauffolgende Siuredestillation nun weiter 
erhebliche Mengen von Methylglyoxal lefert, was aus einer 
unverinderten Traubenzuckerlésung bei schwach saurer Destil- 
lation nicht gelingt, so muB sie sich durch die Ersteinwirkung 
des Alkali unter Bildung von Dioxyaceton bzw. Glycerinaldehyd 
gespalten haben, und die weitere EKinwirkung der Siure ent- 
wickelt hieraus Methylglyoxal. Es sind also 2 Beweise 
fiir die Aufspaltung des Traubenzuckers unter Ent- 


; 1) H.O. L. Fischeru. C. Taube, Chem. Ber. Bd. 57, S. 1502 (1924); 
Uber Methylglyoxal II, Bd. 59, S. 857 (1926). 
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stehung von Glycerinaldehyd bzw. Dioxyaceton er- 
bracht, einmal die direkte Abfangung ihres Osazons, 
zweitens die Weiterbildung von Methylglyoxal aus 
saurer Destillation nach vorheriger Einwirkung von 
Alkali. 

Warum ist das Osazon aber rot, wo reines Glycerin- bzw. 
Dioxyacetonosazon gelb ist? Nun offenbar nur deshalb, weil 
in dem Medium, in welchem die Bildung der 3 C-Ketten er- 
folgt, auch noch andere Umsetzungen vor sich gehen und ei) 
Farbstoff gebildet wird, der sich dann in geringer und fiir die 
Analysenbefunde nicht stérender Weise, an den Krystallen 
festsetzt. Versuche, durch haufiges Umkrystallisieren die 
Krystalle farblos zu erhalten, sind nur teilweise gegliickt, 
die Farbe wurde heller, aber nie rein gelb. Bei lingerer 
Kinwirkung wird nun die Farbstoffbildung so stark, dai 
er eine Krystallisation des Osazons verhindert und alles ver- 
schmiert. 

Bei der bestehenden Méglichkeit einer Bildung von Methy|- 
elyoxal aus Glycerinaldehyd muB8 aber erwogen werden, ob der 
Zerfall der Traubenzuckermolekel nicht anders vor sich geht, 
wie eingangs als méglich angenommen wurde. Das Alkali- 
slucosat kénnte einfach nach nachstehender Formel in 2 Mole- 
kiile Glycerinaldehyd zerfallen. Hine Entscheidung iiber diese 
Frage ist aus verschiedenen Griinden, nicht zum wenigsten 
aus pbysiologischen, wichtig, wie spiiter gezeigt werden wird. 


i H 
C=0 C=0 
H~C_OH H—C—OH 
OH—C—H <—H H,—C—OH 
| + Glycerinaldehyd 
H—C—O\Na OH H + NaOH 
H-U_OH C=0 
H—C—OH GOH 
H H,=—C—OH 


Natriumglucosat Glycerinaldehyd 
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Hier halfen nun die quantitativen Bestimmungen weiter. 
Wenn der Zerfall der Traubenzuckermolekel tatsiichlich in 
2 Glycerinaldehydmolekiile vor sich geht, so miiBte sich aus 
| Mol Traubenzucker theoretisch die doppelte Menge: Methy]- 
glyoxal gewinnen lassen, wie aus 1 Mol Dioxyaceton. Schon 
eingangs erwahnte ich, daB die Umwandlung von Trauben- 
zucker und Dioxyaceton in Methylglyoxal eine dem Prozent- 
gehalt nach nicht sehr verschiedene Ausbeute ergeben. 

Ks sei hier ein Protokoll der quantitativen Zuende- 
destillation von Dioxyaceton als Beispiel angefithrt. 

Protokoll: 38,00 g reines Dioxyaceton werden in 150 cem Wasser 
velést. Ferner 12,0 g reinstes Na,SQ, in 200 cem m/25-NaHCO,. Das 
Ganze wird unter tropfenweisem Zusatz der Dioxyacetonlésung im CQ,- 
Strom so lange destilliert, bis die Jodoformprobe im Destillat auch nach 
verschiedentlichem Neuzusatz von NaHCO,-Lésung aufgehért hat. Ge- 
samtmenge des Destillates 1690 ccm. Es fiillt auf, dab entgegen den 
Beobachtungen bei Glucosedestillation die Gelbfiirbung der Destillations- 
fliissigkeit beim Zusatz der Dioxyacetonlésung schon nach 5 Minuten 
deutlich zu erkennen ist, die erste deutliche Jodoformprobe wird nach 
15 Minuten im Destillat beobachtet. Gesamtdauer der Destillation fast 
5 Stunden. Nun werden je 100 ccm des Destillates mit n/10-Jodlésung 
und dann mit tberschiissiger KOH versetzt. Zur vollkommenen Jodo- 
formbildung bleibt das Ganze 1), Stunde stehen. Danach wird angesiuert 
ind mit n/10-Na,S,O0, zuriicktitriert. Beide Proben verbranchen genau 
die gleiche Menge n/10-Thiosulfat. 

Der Prozentgehalt des Destillates an Methylglyoxal, be- 
zogen auf das angewandte Dioxyaceton betrug in diesem Falle 
6,03 °/,. Diese Zahl von etwa 6°/, entspricht im ganzen dem 
Durchschnitt aus vielen Bestimmungen der alkalischen Destil- 
lation von Dioxyaceton. Sie hegt nicht sehr weit von dem 
Durchschnitt von etwa 7,5°/, bei einer in gleicher Weise mit 
reinem Traubenzucker durchgefiihrten Alkalidestillation ab. 
Bedenkt man dazu, daB es nicht ganz leicht ist, Dioxyaceton 
ebenso trocken zu erhalten, wie reine Glucose, weil es sich 
bei zu scharfer Trocknung im Vakuumexsiccator oberflichlich 
leicht briunt und damit zersetzen kénnte, so mu man es fiir 
nicht ausgeschlossen halten, daS aus derselben Gewichtsmenge 
Dioxyaceton und Traubenzucker, genau die gleiche Menge Methyl- 
glyoxal bei der alkalischen Zuendedestillation abgespaltet wird. 
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Da das Molekulargewicht des Dioxyacetons die Hilfte des vo: 
Traubenzucker betrigt, entsteht daher aus molaren Trauben- 
zuckerlésungen sehr annaéhernd die doppelte Menge von Methy|- 
glyoxal, wie aus Dioxyaceton. 

Kin derartiges Verhalten entspricht aber sehr dem Zer- 
fall des Traubenzuckers in der vorseitig angegebenen Weise 
in 2 Molekel Glycerinaldehyd. Das Auftreten von Methyl- 
glyoxal im Destillat kénnte daher durch die Kinwirkung der 
Alkalidestillation des entstandenen Glycerinaldehyds hervor- 
gebracht sein und muB nicht notwendig einem primiren Zer- 
fall der Glucose in Glycerinaldehyd und Methylglyoxal ent- 
sprechen. Uberdies muB noch hervorgehoben werden, dai 
die Caramelisierung des Dioxyacetons in alkalischer Lésung 
mindestens schneller (rasche Gelbfiirbung!), als die einer Trauben- 
zuckerlésung erfolgt, wenn auch der schlieBlich bei der End- 
destillation erreichte gelbbraune Farbenton in beiden Fliissig- 
keiten ziemlich derselbe ist. Wenn man also durch schnellere 
Caramelisierung bei der Dioxyacetonlésung eine Verminderung 
des Zerfalls in Methylglyoxal annimmt, so ist es verstiindlich, 
daB die Ausbeute daran etwas geringer, als bei Traubenzucker 
wird. Aber auch bei dieser Art der Annahme des Zerfalls 
des Traubenzuckers wird man physiologisch bei der einfachen 
Entstchungsméglichkeit des Methylglyoxals, stets mit dem Aut- 
treten auch dieses Kérpers zu rechnen haben.') DaB sich die 
NaHCO,-alkalischen Lésungen von Dioxyaceton bei Zusatz von 
Na,SO, nicht in Hexosen umzuwandeln scheinen, habe ich 
oben schon erwihnt und méchte nur nachtragen, daB auch 
bei tagelangem Stehenlassen dieser Lisung bei Zimmertempe- 
ratur, obwohl allmihlich eine Gelbfirbung eintritt, das Aui- 
treten einer Drehung des Lichtes vermiBt wird. 

NunmuB ich noch etwas dariiber sagen, daB ich Glycerinaldehyd 
und Dioxyaceton bisher so ziemlich als identisch behandelt habe. 

Wenn auch gewi8 nicht daran zu zweifeln ist, daB die 
beiden K6érper, der strengen Strukturformel nach, verschieden 
sein miissen, daB Dioxyaceton eine Ketose ist und Glycerin- 





') Vgl. auch E. Toenniessen u. W. Fischer, Methylglyoxal als 
Abbauprodukt der Glykose. Diese Zs. Bd. 161, 8. 254 (1926). 
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aldehyd eine Aldose mit den charakteristischen Gruppen C- O 
und C-H:QO, so sind mir allmihlich doch Zweifel dariiber auf- 
getaucht, ob fiir wiBrige Lésungen beider Kérper tatsichlich 
diese strenge Unterscheidung aufrecht zu erhalten ist. Be- 
kanntlich lassen sich nach C. Neuberg!’) die Ketosen von den 
Aldosen dadurch unterscheiden, daB erstere mit Methylphenyl- 
hydrazin ein Osazon bilden, letztere aber nicht. Es gelang 
mir aber nie in einer Lésung des reinen Dioxyacetons (Oxan- 
tins) eine Osazonbildung mit Methylphenylhydrazin zu erhalten. 
Danach diirfte mindestens der wiBrigen Lisung die Keto- 
struktur kaum zukommen. Die waBrigen Lésungen des Dioxy- 
acetons zeigten aber auch nicht die fiir Glycerinaldehyd charak- 
teristische Reaktion mit Phloroglucin. Es mu8 daher eine 
andere Struktur dieses Stoffes in waiBriger Lésung vorliegen, 
wie die einer Ketose oder Aldose. Dabei ist vor allem an 
die Enolform zu denken. Bei der Annahme einer derartigen 
Struktur wire auch die auBerordentliche Reaktionsfaihigkeit 
des Dioxyacetons verstaindlicher. So wird z. B. Fehlingsche 
Liésung von einer 1°/,igen Dioxyacetonlésung in der Kilte 
innerhalb von 1—2 Sekunden zu rotem Cuprooxyd reduziert, 
es wird in geeigneten Lésungen von Thiosulfat bei Siurezusatz 
durch Dioxyaceton die Schwefelausscheidung entweder ver- 
zogert oder sogar unter Auftreten von H,S-Geruch verhindert. 


H,—C-——0OH H,—C—OH 
| | 
C=O C—OH 
| | 
H,—=C—OH H—C—OH 
Ketoform des Dioxyacetons Enolform des Dioxyacetons 


Ferner wird ein frisch hergestellter Niederschlag von Jodoform, 
z. B. in einer diinnen Methylglyoxallésung bei Zusatz von 
Dioxyaceton, schon bei maBiger Wirme vollig aufgelést. Die 
dabei sich abspielenden chemischen Vorgiinge werden von mir 
noch genauer untersucht. Glycerinaldehyd reduziert aber be- 
kanntlich in wiaBriger Lésung ebenfalls Fehlingsche Lésung 
sofort schlagartig usw. 


1) ©. Neuberg, Uber die Isolierung von Ketosen. Chem. Ber. 
Bd. 35, S. 959 u. 2626 (1902). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CLXV. 4) 
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Ferner sei darauf hingewiesen, daB gerade bei der Ge- 
winnung von Glycerinaldehyd durch Oxydation meist eine un- 
trennbare Mischung von Dioxyaceton und Glycerinaldehyd 
resultiert..) Die Bildungsweise und die EKigenschaften dieser 
beiden Kérper zeigen eben die gréBten Ubereinstimmungen. 

Dazu kommt, daB sie beide dem Tierkérper in groBen Mengen 
ohne nennenswerte Reaktion einverleibt werden kénnen, offenbar 
also in einem hohen Grade als kérpereigen aufgefaBt werden diirfen. 

Versuche, den Glycerinaldehyd als solchen an_ seiner 
charakteristischen Reaktion mit kalt gesittigter Phloroglucin- 
lésung und Zusatz sehr geringer Schwefelsiuremengen unter 
kurzem Erhitzen im Wasserbad eine Triibung zu bilden, nach- 
zuweisen, sind in der stark mit Na,SO, versetzten Lésung 
nicht ausfithrbar, da immer zuerst das Natriumsulfit angegriffen 
wird. Ich habe daher verschiedentlich eine Zuckerspaltung 
mit NaHCO, unter Durchleitung von CO, allein ausgefiibrt. 
Aber abgesehen davon, daB die Caramelisierung auf diese 
Weise sehr viel stirker wird, fiel auch der Versuch der Iso- 
lierung des Glycerinaldehydosazons in auf diese Weise be- 
handelten Zuckerspaltungen negativ aus, da dann die Ver- 
schmierung auch beim friihzeitigen Unterbrechen der Alkali- 
einwirkung auftrat. Immerhin reduzierte die Lésung Fehling 
in der Kilte recht stark. Versetzte ich kalt gesiittigte Phloro- 
glucinlésungen mit einer so behandelten Traubenzuckerlésung 
unter Zufiigung sehr wenig etwa n/1-H,SO,, so trat wohl eine 
minimale Triibung beim Erwiairmen im Wasserbad aut, die 
aber zu unbedeutend war, als daB man aus ihr einen sicheren 
Schlu8 auf das Vorhandensein von Glycerinaldehyd hiitte wagen 
diirfen. So mu der exakte Nachweis, ob sich bei der alia- 
lischen Destillation von Traubenzucker Glycerinaldehyd oder 
Dioxyaceton bildet, in suspenso bleiben. 

Wichtig erscheint mir in diesem Zusammenhang aber 
doch die Wirkung des Na,SO,-Zusatzes, der offenbar auch in 
der wiiBrigen Lésung die Spaltprodukte fixiert, so daB sie als 

) Emil Fischer u. J. Tafel, Oxydation der mehrwertigen 


Alkohole, Chem. Ber. Bd. 20, S. 3384 (1887); Oxydation des Glycerins I, 
Chem. Ber. Bd. 21, S. 2634 (1888) und II, Bd. 22, S. 106 (1889). 
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solche besser bestehen bleiben. Die in relativ kurzer Zeit 
vor sich gehende erhebliche Spaltung der Zuckerlésung liBt 
sich auch in dem Verschwinden oder der starken Verminde- 
rung der Rechtsdrehung so behandelter Traubenzuckerlésungen 
sehr schén demonstrieren. Endlich méchte ich hervorheben, 
daB es nicht der Destillation bedarf, um Glycerinaldehydosazon- 
bildung zu erzielen. Es geniigt die Erhitzung einer Trauben- 
zuckerlésung in m/25-NaHCO, unter Zusatz von Natriumsulfit 
bis zur Gelbfirbuug. Setzt man dann Phenylhydrazin in 
iiblicher Weise zu, so erhilt man ebenfalls ein Osazon in der 
charakteristischen Krystallform und vom Schmelzp. 132°. Die 
Ausbeute ist aber geringer, wie wenn man die oben beschriebene 
Methode verwendet. 

Das Ergebnis dieser Mitteilung kann kurz folgendermaBen 
zusammengestellt werden: 

1. Der bisher auf rein chemischem Wege noch nicht er- 
brachte Beweis des ersten Zerfalls der Traubenzuckermolekel 
in zwei 3 C-Ketten, laBt sich leicht bei der von mir befolgten 
Alkalidestillation des Zuckers auf zweierlei Weise erbringen: 

a) Ks gelingt nach einer gewissen Kinwirkungszeit des Alkalis 
(slycerinaldehyd- bzw. Dioxyacetonosazon in nicht unbetricht- 
lichen Mengen aus dem Destillationsriickstand zu isolieren. 

b) Ubersiiuert man nach einer bestimmten Einwirkungs- 
zeit des Alkalis den Destillationsriickstand und destilliert aus 
saurem Medium weiter, so werden daraus fernerhin nicht un- 
betriichtliche Mengen von Methylglyoxal gebildet und gehen 
ins Destillat iiber, was ohne vorherige alkalische AufschlieBung 
des 'Traubenzuckers nicht gelingt. | 

2. Der Zerfall der Traubenzuckermolekel erfolgt in An- 
betracht der Mengen Methylglyoxal, die bei der Alkalidestil- 
lation gebildet werden, héchstwahrscheinlich in 2 Molekel 
Glycerinaldehyd. Die primaire Entstehung von Methylglyoxal 
ist weniger wabrscheinlich. 

8. Dioxyaceton bildet bei der namlichen Anordnung der 
alkalischen Zuendedestillation nur etwa die Hialfte der Menge 
Methylglyoxal, die ins Destillat iibergeht, wie eine molar gleiche 
Menge Traubenzucker. 


5 * 
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ILL Mitteilung. 


Zur Wirkung einiger Abbauprodukte des Traubenzuckers bei 
Storungen des Kohlenhydratstoffwechsels. 
Von 
Prof. Dr. med. et phil. F. Fisehler. 


(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie in Mimshen. 
Vorstand: Geheimrat Prof. Dr. med. et phil. Th, Paul.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Januar 1927.) 


Nach den Feststellungen meiner ersten und zweiten Mit- 
teilung'), in denen gezeigt werden konnte, da die erste Kin- 
wirkung auch sehr gering konzentrierter Mengen von Alkali 
eine Aufspaltung des Traubenzuckermolekiils in zwei 3 C-Ketten 
unter Bildung von Glycerinaldehyd bzw. Dioxyaceton, eventuell 
auch von Methylglyoxal, bewirkt und nach chemischer Iso- 
lierung des Osazone dieser Verbindungen, ist die Frage der 
physiologischen Tragweite solcher Befunde nichstliegend. 

Sie wird es um so mehr, als ich ja die Anschauung 
hormonaler Beeinflussung des Gesamtstoffwechsels durch den 
Traubenzucker vertrete.?) Hormonal deshalb, weil die Neu- 
bildung von Zucker im Organismus bei seinem Mangel in der 
Nahrung oder bei vélligem Hunger, die Aufgabe spezifischer 
Driisenzellen, namlich die der Leber ist, weil er ferner nach 
Leberexstirpation aus dem Blute verschwindet, und weil endlich 
sein hochgradiger Mangel oder sein Verlust in den Kérper- 


1) F. Fischler, Diese Zs. Bd. 157, S. 1 (1926) und die vorstehende 
Mitteilung. 

*) F. Fischler, Ist der Traubenzucker ein Hormon? Miinch. med. 
Wochenschr. Bd. 72, S. 645 (1925). 
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siiften zu einem schwer toxischen, ja tédlichen Symptomen- 
komplex, der ,glykopriven Intoxikation“, wie ich sie zuerst 
beschrieb!), fiihrt. Dieser kann durch enterale oder noch 
besser parenterale Zufuhr von Glucose wieder aufgehoben 
werden, genau wie z. B. ein myxédematéser Zustand als 
Folge ,,strumipriver Intoxikation“ durch Verfiitterung von 
Schilddriise riickbildungsfahig ist. Der zeitlich so verschiedene 
Ablauf dieser Wirkung bei der Schilddriisenanwendung, Ver- 
schwinden der toxischen Symptome in Wochen, bei der Trauben- 
zuckeranwendung nicht selten in wenigen Minuten, ist kein 
prinzipieller und die Wirkung chemisch wohldefinierter Sub- 
stanzen, wie der Traubenzucker oder das Thyroxin sind, ein 
beachtlicher gemeinsamer Zug fiir diese Auffassung. 

Man wird die Forderung hormonaler Einwirkung von 
Glucose auf den Stoffwechsel aber nicht nur auf sie allein 
beschriinken diirfen, sondern sie ganz besonders auch auf ihre 
Spaltprodukte ausdehnen miissen, da die Glucose als solche 
ja im Stoffwechsel verschwindet und speziell hierbei die ent- 
sprechenden Wirkungen entfaltet oder bei ihrer teilweisen 
oder giinzlichen Unverwertbarkeit im Organismus, wie z. B. 
beim Diabetes, als solche wieder erscheint, dann aber auch 
die Ursache einer pathologischen Stoffwechsellage sein kann 
(Ketonurie!). Daraus geht hervor, daB gerade die Umwand- 
lungen, die dieser chemisch in so mannigfaltiger Weise 
reagierende Stoff im Ké6rper erfaihrt, ein besonderes Interesse 
beanspruchen, weil mit der Kenntnis der Umwandlungsphasen 
die Méglichheit niher riickt, die Wirkungen des Traubenzuckers 
im Organismus genauer verstehen zu lernen. 

Darf man nun die mit rein chemischen EKinwirkungen 
nunmehr sichergestellte erste Aufspaltung des Traubenzucker- 
molekiils in zwei 3C-Ketten einfach auch auf die physio- 
logische Spaltung der Glucose im Organismus iibertragen? 
Ich glaube, dab man dies ohne weiteres kann, denn einmal 
ist eine andere Art der Aufspaltung im Kérper schwer denkbar, 


) F. Fischler, Phys. u. Path. der Leber. Zusammenfassung. I. Aufl. 
1914, S. 46ff.; Il. Aufl. 1925, S. 70ff. J. Springer, Berlin. 
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Ill. Mitteilung. 


Zur Wirkung einiger Abbauprodukte des Traubenzuckers bei 
Storungen des Kohlenhydratstoffwechsels. 
Von 
Prof. Dr. med. et phil. F. Fiscehler. 


(Aus der Deutschen Forschungsanstalt fiir Lebensmittelchemie in Mimshen. 
Vorstand: Geheimrat Prof. Dr. med. et phil. Th. Paul.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Januar 1927.) 


Nach den Feststellungen meiner ersten und zweiten Mit- 
teilung'), in denen gezeigt werden konnte, daB die erste Hin- 
wirkung auch sehr gering konzentrierter Mengen von Alkali 
eine Aufspaltung des Traubenzuckermolekiils in zwei 3 C-Ketten 
unter Bildung von Glycerinaldehyd bzw. Dioxyaceton, eventuell 
auch von Methylglyoxal, bewirkt und nach chemischer Iso- 
lierung des Osazone dieser Verbindungen, ist die Frage der 
physiologischen Tragweite solcher Befunde nichstliegend. 

Sie wird es um so mehr, als ich ja die Anschauung 
hormonaler Beeinflussung des Gesamtstoffwechsels durch den 
Traubenzucker vertrete.*) Hormonal deshalb, weil die Neu- 
bildung von Zucker im Organismus bei seinem Mangel in der 
Nahrung oder bei voélligem Hunger, die Aufgabe spezifischer 
Driisenzellen, namlich die der Leber ist, weil er ferner nach 
Leberexstirpation aus dem Blute verschwindet, und weil endlich: 
sein hochgradiger Mangel oder sein Verlust in den Kérper- 


1) F. Fischler, Diese Zs. Bd. 157, S. 1 (1926) und die vorstehende 
Mitteilung. 

*) F. Fischler, Ist der Traubenzucker ein Hormon? Miinch. med. 
Wochenschr. Bd. 72, S. 645 (1925). 
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siiften zu einem schwer toxischen, ja tédlichen Symptomen- 
komplex, der ,glykopriven Intoxikation“, wie ich sie zuerst 
beschrieb}), fihrt. Dieser kann durch enterale oder noch 
besser parenterale Zufuhr von Glucose wieder aufgehoben 
werden, genau wie z. B. ein myxédematéser Zustand als 
Folge ,,strumipriver Intoxikation“ durch Verfiitterung von 
Schilddriise riickbildungsfihig ist. Der zeitlich so verschiedene 
Ablauf dieser Wirkung bei der Schilddriisenanwendung, Ver- 
schwinden der toxischen Symptome in Wochen, bei der Trauben- 
zuckeranwendung nicht selten in wenigen Minuten, ist kein 
prinzipieller und die Wirkung chemisch wohldefinierter Sub- 
stanzen, wie der ‘lraubenzucker oder das Thyroxin sind, ein 
beachtlicher gemeinsamer Zug fiir diese Auffassung. 

Man wird die Forderung hormonaler Hinwirkung von 
Glucose auf den Stoffwechsel aber nicht nur auf sie allein 
beschrinken diirfen, sondern sie ganz besonders auch auf ihre 
Spaltprodukte ausdehnen miissen, da die Glucose als solche 
ja im Stoffwechsel verschwindet und speziell hierbei die ent- 
sprechenden Wirkungen entfaltet oder bei ihrer teilweisen 
oder giinzlichen Unverwertbarkeit im Organismus, wie z. B. 
beim Diabetes, als solche wieder erscheint, dann aber auch 
die Ursache einer pathologischen Stoffwechsellage sein kann 
(Ketonurie!). Daraus geht hervor, daB gerade die Umwand- 
lungen, die dieser chemisch in so mannigfaltiger Weise 
reagierende Stoff im Kérper erfihrt, ein besonderes Interesse 
beanspruchen, weil mit der Kenntnis der Umwandlungsphasen 
die Méglichheit niher riickt, die Wirkungen des Traubenzuckers 
im Organismus genauer verstehen zu lernen. 

Darf man nun die mit rein chemischen EKinwirkungen 
nunmehr sichergestellte erste Aufspaltung des Traubenzucker- 
molekiils in zwei 3C-Ketten einfach auch auf die physio- 
logische Spaltung der Glucose im Organismus_ iibertragen? 
Ich glaube, da&B man dies ohne weiteres kann, denn einmal 
ist eine andere Art der Aufspaltung im Kérper schwer denkbar, 


) F. Fischler, Phys. u. Path. der Leber. Zusammenfassung. I. Aufl. 
1914, S. 46ff.; I. Aufl. 1925, S. 10ff. J. Springer, Berlin. 
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da andere Zersetzungen des Traubenzuckers, wie die Hssig- 
siurespaltung oder die Schleimgirung, fiir einen ‘bnlichen 
Zerfall im Kérper schwerlich in Betracht kommen, ferner aber 
weil ein physiologischer SpaltungsprozeB, wenn er sich auch 
ebenfalls im pflanzlichen Organismus abspielt, namlich die 
alkoholische Girung, fast mit Notwendigkeit tiber diese Spalt- 
produkte fiihrt. Erinnert man sich, daf durch die bahn- 
brechenden Untersuchungen von C. Neuberg, sowie von 
Connstein und Liidecke ein heute wohl allgemein an- 
erkanntes Girschema aufgestellt werden konnte, so weils man, 
daB der erste Zerfall des Traubenzuckers hierbei in Glycerin- 
aldehyd bzw. bei der Annahme eines Anhydrozuckers in 
Glycerinaldehyd und Methylglyoxal «'» Postulat ist, an dem 
niemand mehr zweifelt. Die Analogie des Girungszerfalles 
des Traubenzuckers und seiner Aufspaltung durch Alkali ist 
aber eine Tatsache, die schon lange, und immer wieder von 
neuem, hervorgehoben wird. 

Ks diirfte daher nicht nur erlaubt, sondern einfach not- 
wendig sein, diese beiden K6rper in den Kreis von Betrach- 
tungen hereinzuziehen, welche Abbauvorginge und Wirkunger 
von Spaltprodukten des Traubenzuckers im Organismus einer 
Klirung zuzufiihren, bestrebt sind. 

Kndlich wird aber auch, abgecehen von jeder Theorie, das 
Experiment selbst AufschluB ge’ cn. 

Selbstverstiindlich ist die Zahl der zu priifenden Sub- 
stanzen gerade bei einer solcben Untersuchung eine reclit 
groBe. Besonderes Augenmerk wird man auf diejenigen 
richten miissen, welche bei der Zuckerspaltung im Ko6rper 
sicher nachgewiesen sind oder dabei héchst wahrscheinlich 
entstehen. Zu den ersteren gehéren Milchsiiure, Acetaldehyd, 
Alkohol, Ameisensiure, CO, und Wasser, zu den letzteren 
neben Glycerinaldehyd, das Dioxyaceton, Methylglyoxal und 
die Brenztraubensiiure. DaB dariiber hinaus noch dem Gly- 
cerin, Aceton, Athylenglykol, sowie dem Glykolaldehyd Be- 
achtung zu schenken ist, geht einmal daraus hervor, daB diese 
Substanzen entweder ebenfalls im Kérper festgestellt sind, wic 
Glycerin und Aceton, die iiberdies noch eine 3 C-Kette haben, 
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oder wie bei Glykol und Glykolaldehyd aus prinzipiellen Er- 
wigungen, deren Begriindung spiiter klar werden wird. 

Ich kann mich auf diese summarischen Angaben be- 
schrinken, da die Méglichkeit einer Umwandlung von Glucose 
im K6érper und auBerhalb desselben mehrfach behandelt ist, 
so in friherer Zeit von Embden und M. Oppenheimer}, 
sowie neuerdings wieder von A. Gottschalk’), C. Neuberg®) 
und anderen. 

Welche Versuchsanordnung wird aber zur Priifung dieser 
schwierigen Fragen am geeignetsten sein? 

Man kann, wie dies ja auch meine Ausgangsabsicht beim 
Beginn dieser ganzen Untersuchung war, daran denken extra 
corpus, quasi an einem Modell, einzelne Abbauprodukte der 
Glucose auf wohldefsierte Stoffe des intermediiren Stoff- 
wechsels wirken lassen, womdglich auf solche, die gerade bei 
Stérung der Zuckerverwertung auftreten. Die dabei ein- 
tretenden Reaktionen kénnen analysiert werden. Dieser Weg 
ist schon einige Male beschritten worden, aber ohne viel 
Erfolg. Denn es ist ein Tappen in groBem Dunkel, da man 
selten die Bedingungen, wie sie im Kérper vorliegen, zu treffen 
hoffen kann. 

Weit bessere Aussichten hierfiir bietet das Tierexperiment. 
wenn man eine mdglichst spezifische, isolierte Stérung des 
Kohlenhydratstoffwechse.. _* produzieren vermag. Durch Zu- 
figen und Wegnehmen und Kombinieren dieser und jener 
Bestandteile aus der Abbaureihe der Kohlenhydrate kénnte 
schlieBlich das Gesamtbild ,enes kunstvollen Mosaiks von Vor- 
giingen erschlossen werden, die mit Recht im Ablauf des 
Gesamtabbauprozesses des Traubenzuckes vermutet werden. 


1!) G. Embden u. M. Oppenheimer, Uber den Abbau der Brenz- 
traubensiiure im Tierkérper. Zusammenfassung. Biochem, Zs. Bd. 45, 
S. 201 ff. (1912). 

*) A. Gottschalk, Der Kohlenhydratabbau in tierischen Zellen. 
Handbuch der Biochem, d. Menschen u. d. Tiere Bd. I], 8. 485 (1925): 
G. Fischer, Jena. 

*) C. Neuberg, Vom Zuckerumsatz der pflanzlichen Zelle. Ebenda, 
S. 442 ff. 
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Die idealste Versuchsanordnung hierfiir wire sicher das 
Experiment am Eckschen Fistelhund, dessen Stoffwechsel — 
wie ich zeigte — man in kiirzester Frist véllig kohlenhydrat- 
frei ablaufen lassen kann. Aber es gehdren dazu so grobe 
Versuchsreihen, dai die Beschafiung eines geniigend groBen 
Materiales und die operative Herrichtung der Tiere fiir uns 
heute leider zu kostspielig ist. Uberdies ist es nicht von der 
Hand zu weisen, daB die bedeutende partielle AuBerfunktions- 
setzung der Leber zu sekundiren Komplikationen und Uniiber- 
sichtlichkeiten fiihren kénnte. 

Kine zweite Méglichkeit, den Kohlenhydratstoffwechsel 
mehr oder weniger elektiv zu treffen, besteht in der Ver- 
schleuderung der Kohlenhydratvorrite durch Phlorrhizin- 
injektionen bei verelendeten Tieren, deren FWahigkeit zur 
Wiederbildung von Kohlenhydrat mangels geniigender Reseryen 
an Fett und Kiwei® bedeutend herabgesetzt ist. Bekanntlich 
gelingt es auch mit dieser Versuchsanordnung die glykoprive 
Intoxikation hervorzubringen!), der beste Beweis fiir eine iso- 
lierte Stérung des Kohlenhydratstoffwechsels. 

Am elektivsten schidigt aber die Anwendung iibergroBer 
Insulindosen den Zuckerstoffwechsel. Allerdings muB hervor- 
gehoben werden, daB die Wirkungen des Insulins im einzelnen 
noch weitgehend der Klairung bediirfen. Auf der einen Seite 
sprechen die Versuchsergebnisse fiir beschleunigten Abbau des 
Zuckers, auf der anderen Seite muB mit einer Fixierung des 
(zlykogens, mindestens aber mit einer geringeren Mobilisations- 
méglichkeit der Glykogenvorrite gerechnet werden.”) ines 
aber erscheint mir fiir die Richtung, die ich in meinen Ver- 
suchen einzuhalten habe, geniigend sichergestellt, niimlich die 
mehr oder minder starke, aber stets zu erreichende Verminde- 
rung ,,disponiblen“ Zuckers fiir den Stoffumsatz, d.h. im Blute. 
Das ist aber gerade das Moment, was hier erstrebt wird. 

Wenn in neueren Verdffentlichungen iiber die Insulin- 


') F. Fischler u. F. Ottensooser, Diese Zs. Bd. 144, S. 1 (1925). 
*) Raab, Zs. fiir die ges. exp. Med. Bd. 42 S. 723 (1924) (hilt einen 
Schwund des Leberglykogens wihrend der Insulinwirkung wegen der 
geringen Wirkung von Adrenalininjektionen nicht fiir wahrscheinlich). 














Beitriige zur Frage der Zuckerwirkung im Organismus. 73 


eichung davon berichtet wird, daB das Krampfstadium als 
Ausdruck der hypoglykimischen Reaktion mit steigender 
Reinheit der Priparate seltener geworden ist, so namentlich 
von Laquer?), so ist daran nicht zu zweifeln. Man kann 
aber, wie mich spezielle eigene Versuche belehrten, mit 
cenigend hohen Dosen, namentlich bei intravenéser Injektion 
bei Kaninchen, mit Ausnahme sehr seltener Fille von Insulin- 
vetraktirheit, stets Krimpfe erzeugen, wenn man geniigend 
lange wartet. Die Abhingigkeit des Zustandekommens von 
Krimpfen von der geringeren Disponibilitit an Blutzucker 
lauBt sich aber noch dadurch nachweisen, da vorhergehende 
oder gleichzeitige Injektion von Phlorrhizin intravenés etwa 
0,125—0,250 g pro 2 Kilo-Kaninchen den Eintritt der Krimpfe 
meist sehr beschleunigt, und da dann Krimpfe bei nicht 
allzu reichlicher vorhergegangener Fiitterung auch ohne die 
24 stiindige Karenzzeit, die im allgemeinen zur Erzielung der 
Krampferscheinungen vorgeschrieben sind, eintreten. 

Kin Punkt fir die Frage der Kignung des durch Insulin 
hypoglykiimisch gemachten Tieres bedarf mit Riicksicht auf 
die vorliegenden Versuche noch weiterer Erwigung, nimlich 
die T'atsache, daB nicht unerhebliche Vorrite von Glykogen 
trotz des Blutzuckerschwundes im K6rper, speziell der Leber 
solcher Tiere, noch vorhanden sein kénnen. Kine Mobilisierung 
dieser Kohlenhydratvorriite kénnte natiirlich Schliisse iiber die 
durch Applikation von Abbauprodukten verursachten Wirkungen 
fehlerhaft gestalten. Staub?) u.a. haben schon linger fest- 
gestellt, daB selbst beim Tiere, das 24 Stunden gehungert hat, 
die Menge des Leberglykogens 0,45 und 0,49°/, betragen 
kann, und daf ein gefiittertes Tier trotz hypoglykimischer 
Erscheinungen sogar 4,3°/, Glykogen in seiner Leber hatte. 
Auffillig gering war aber in allen drei Fillen der dazu- 
gehoérige Glykogenwert der Muskulatur, namlich 0,022 °/,, 
0,046°/, und 0,022°/,. Da vor der Insulinanwendung von 
Staub aus der korrespondierenden Stelle der anderen Korper- 


') Grevenstuk u. Laquer, [nsulin. J. F. Bergmann, Miinchen 
1925. §S. 172ff. 
*) H.Staub, Das Insulin. II. Aufl. J. Springer, Berlin 1925. 8. 59. 
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hilfte Muskulatur herausgenommen wurde, deren Glykogen- 
wert 0,524—-0,575°/,, 0,266°/, und 0,38°/, betrug, so war 
damit festgestellt, da® auch bei Inbetrachtziehung der immerhin 
schwankenden Glykogenwerte der Muskulatur der korrespon- 
dierenden Seite!) ein einheitlicher Glykogenabfall in betriicht- 
lichem MaBe unter der Insulinwirkung stattgefunden hatte, 
der den SchluB Staubs nahelegt, daB die Glykogenvorriite der 
Muskeln durch Insulinwirkung leichter angegriffen werden, als 
die der Leber. 

Fiir mich war noch besonders wichtig, ob auch beim 
phlorrhizinierten Tiere mit solchen Glykogenreserven zu rechneii 
war. Ich habe daher an zwei Tieren, die beide tags zuvor 
miBig mit Hafer gefiittert waren und keine 24 Stundenkarenz 
gehalten hatten, nochmals eine Bestimmung des Leber- und 
Muskelglykogens ausgefiihrt. Die Menge Phlorrhizin, die beide 
Tiere erhielten, von denen das eine 2020 g wog, das andere 
2310 g, war im ersten Fall 0,250 g, im zweiten 0,125 ¢. Dic 
Insulinmenge war bei beiden gleich 1,0 com Insulin Degewo)) 
intravenés. Das erste hatte schwere Kriimpfe nach 1 Stunde 
20 Minuten, das andere einen schwer hypoglykiimischen Zustan« 
nach 1 Stunde 30 Minuten. SBeiden wurde in Chloroform- 
narkose Leber und Muskulatur méglichst rasch entnommen 
und nach Pfliger auf Glykogen verarbeitet. Beim ersten 
Kaninchen betrug das Leberglykogen 2,30°/,, das Muskel- 
glykogen 0,18°/,; beim zweiten 3,22°/, und 0,015°/.. Diese 
Werte legen mit Ausnahme des Muskelglykogenwertes des 
ersten Tieres nahe bei denen, die Staub gefunden hat. Es 
gelingt also auch beim phlorrhizinierten Tiere nicht die 
Kohlenhydratvorrate trotz hypoglykimischer Reaktion zu ent- 
fernen. 

Nochmals erhebt sich daher die Frage, ob man angesichts 
dieser Befunde die Insulinhypoglykamie fiir die vorliegenden 
Versuche heranziehen kann. 

Nun liegen die Dinge ja so, daB der Traubenzuckergehalt 
infolge der Insulinwirkung abuimmt, daB man also den fort- 


1) Vgl. E. Pflitiger, Das Glykogen. Bonn 1905, 8. 177 ff. 
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dauernden Abbau des ‘l'raubenzuckers als gegeben voraus- 
setzen darf. Uberdies wird durch die Zufigung von Trauben- 
zucker die Stérung aufgehoben, ein weiterer Beweis fiir Ver- 
arbeitungsmoéglichkeit dieses Stoffes in — vorsichtig aus- 
gedriickt — fiir die Wiederherstellung normaler Verhiiltnisse 
ausreichender Weise. Immerhin beschloB ich in wichtigen 
Fallen das Verhalten der zugefiigten Abbauprodukte der 
Glucose auch noch an Tieren heranzuziehen, deren Kohlen- 
hydratstoffwechsel durch Verelendung und Phlorrhizinwirkung 
erschépft war. Die stetige Heranziehung dieser Kontruile 
scheitert aber daran, daB man das Stadium einer schweren 
Hypoglykimie durch Verelendung einmal iiberhaupt schwer 
erreicht, da die Tiere lange hungern miissen, unter stindiger 
Behandlung mit Phlorrhizin, weiter aber vor allem daran, dab 
sie einer staindigen Kontrolle bediirfen, wenn man das kritische 
Stadium treffen will. da sein Eintritt sich nur schwierig vor- 
aussehen laBt. Nicht selten sterben die Tiere in unbeobachteter 
Zeit unter hypoglykimischen Krscheinungen (Krampfstellung’). }) 
Uberdies muB darauf hingewiesen werden, daB die Fixierung 
von Glykogen unter Insulinwirkung durch ibren antagonistischen 
KinfluB auf die Adrenalinglykogenolyse nach den Arbeiten von 
v. Issekutz*) und von Bornstein*) doch sichergestellt er- 
scheint. Wenn diese schwierigere Mobilisation von Glykogen 
nicht vorhanden wire, wiire auch schwer einzusehen, wie ein 
hypoglykimischer Zustand beim Vorhandensein so grober 
Glykogenmengen, wie sie tatsiichlich in der Leber hierbei be- 
obachtet wurden, zustande kommen kénnte. Wissen wir doch 
von sonstigen Beanspruchungen des Nachschubs von 'T'rauben- 
zucker ins Blut, wenn dies nétig erscheint, da dann die 
Leber sofort durch Abgabe ihres Glykogens reagiert. 

Endlich hat mich aber auch noch eine genauere Beob- 
achtung und Differenzierung des klinischen Bildes der Insulin- 


1) Vgl. meine Mitteilung mit F. Ottensooser, a. a. O. 

*) R. v. Ilssekutz, Biochem. Zs. Bd. 147, S. 264 (1924). Beitrige 
zur Wirkung des Insulins. 

3) A. Bornstein, Uber den Mechanismus der Insulinwirkung. 
Klin. Wochenschr. Bd. 3, 8. 681 (1924). 
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hypoglykamie und seine Veriinderung durch die Wirkung der 
einverleibten Traubenzuckerabbauprodukte zu einem Urteil 
tiber ihre Wirksamkeit oder Unwirksamkeit und damit ihres 
Kingreifens in den Stoffwechsel gefiihrt. 

Allerdings bedarf das klinische Bild der Kaninchenhypo- 
glykiimie einer etwas genaueren Analyse; es stellt sich mir 
jetzt nach itber 160 Einzelbeobachtungen folgendermaBen dar: 
Die erste Reaktion ist zweifellos ein deutliches Ruhigerverhalten 
der Tiere, sie sitzen mit angezogenen Fii®en da, der Riicken 
bildet einen starken Buckel, die Haare stehen etwas ab, man 
hat den Eindruck, daB das Tier sich méglichst in Kugelform 
zu bringen sucht (unwillkiirlicher Schutz vor Abkihlung). In 
dieser Periode reagieren die Tiere normalerweise auf jeden 
Reiz und nehmen, wenn sie sonst zutraulich sind, sofort an- 
gebotenes Futter. Als niichstes Symptom erscheint mir eine 
Beschleunigung der Atmung, dann wird allmihlich die Pupille 
enger, reagiert aber prompt auf Lichteinfall. Nun erscheint 
die erste psychische Veriinderung, niimlich eine gewisse Schreck- 
haftigkeit. Die Schnurrhaare zeigen dann leichte Zitter- 
bewegungen, die deutlich von den normalen unterscheidbar 
sind. Die Atmung wird nun noch mehr beschleunigt, die 
Pupille noch kleiner und das Auge tritt mehr hervor. Der 
Blick wird starr und man hat jetzt deutlich den Kindruck, 
daB das Tier psychisch verindert ist. Es nimmt meist in 
diesem Stadium vorgehaltenes Futter nicht mehr ohne weiteres 
an, verweigert es sogar. Das sind bis jetzt alles leichte 
Stadien der toxischen Hypoglykimie. Die mittelschweren be- 
ginnen damit, daB die Haltung der Tiere sich wesentlich ver- 
findert. Sie kénnen nicht mehr .zusammengeballt“  sitzen 
bleiben, die VorderfiiBe rutschen nach vorne und weichen 
alsbald auseinander, unterbrochen von Versuchen des Tieres, 
sich wieder zurecht zu setzen. Der Riicken sinkt ein. Dieses 
Stadium der Adynamie, der hypotonischen Muskelschwiiche, 
hingt wohl wesentlich auch von dem Verlust des normalen 
Kohlenhydratgehaltes der Muskulatur ab und zeigt ein fort- 
geschrittenes Stadium des Traubenzuckerschwundes an. Die 
Tiere reagieren jetzt auf Reize (optisch, akustisch, taktil) nicht 








Beitrage zur Frage der Zuckerwirkung im Organismus. V7 


mehr sicher, nehmen auch kein Futter, wenn man es ihnen 
ins Maul stopft. Man hat den Eindruck, daB erhebliche hallu- 
zinatorische Vorstellungen in dem Tier vor sich gehen. Darauf 
weisen vor allem eigentiimliche Bewegungen der Ohren, die hiufig, 
wie wir das vom Pferde her als normal kennen, in ganz ver- 
schiedener Richtung bewegt werden, wihrend das Kaninchen 
die Ohren meist annihernd gleichgerichtet hilt. Es lauscht 
offenbar Eindriicken, die in seinem Hirne entstehen. Die 
Adynamie wird nun sehr stark und die Gefahr des Eintrittes 
von Krampfen sehr groB. Mit diesen leitet sich das dritte 
Stadium der schwer toxischen Hypoglykimie ein, das endlich 
mit den bekannten, schwer opistotonischen Streckkriimpfen, 
toll- und Schleuderbewegungen und schnappender Atmung, 
moglicher weitgehender Erholung von diesen Zustinden, Coma 
und Wiederholung des ganzen Bildes, unter Atemstillstand 
zum ode fihrt. 

Die schéne und ausfiihrliche Schilderung, die Baur und 
Kuhn?) vom hypoglykimischen Zustand der Ziege geben, deckt 
sich in manchen Punkten ganz mit meinen Beobachtungen. 
Vor allem heben diese Autoren auch die psychische Kompo- 
nente des toxischen Zustandes hervor, die bei den intelligen- 
teren Ziegen ja wohl auch sicherer zur Beobachtung kommen 
kann, als beim Kaninchen, dort aber sicher auch nicht fehlt. 

Was sagt uns aber nun die genauere klinische Analyse 
des Gesamtbildes der toxischen Hypoglykimie? Sie sagt uns, 
was m. EK. bisher noch nicht in geniigender Schirfe auseinander- 
gehalten wurde, da8 wir klinisch zwei Hauptwirkungen der 
glykopriven Intoxikation zu unterscheiden haben, eine lokale 
und eine allgemeine. Lokal betrifft sie die Muskulatur und 
gipfelt in der ganz ungewoéhnlichen Adynamie, dieser eigen- 
artigen hypotonischen Muskelschwiche, die wir deshalb nicht 
als Ausdruck rein nervéser Beeinflussung ansehen kénnen, 
weil diese Muskeln noch im schwersten Stadium zu heftigsten 
Krimpfen befahigt sind, ihre nervése Reizbarkeit also gewif 


) H. Baur u. R. Kuhn, Zur Kenninis des Insulins und seiner 
Wirkungen. Diese Zs. Bd. 141, S. 68 (1924). 
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nicht verloren haben. Allgemein aber deshalb, weil eine 
kreisende Noxe an dem empfindlichsten Organe, dem Zentral- 
nervensystem, langsam angreift, zuerst das GroBhirn, (Schreck- 
haftigkeit, Verkennung der Umgebung, Nahrungsverweigerung, 
halluzinatorische Zustiinde), dann aber auch auf die tieferen, 
schhieBlich lebenswichtigen Zentren (Atembeschleunigung, all- 
gemeine Krimpfe, Atemstillstand) iibergreift und zum Tode 
fiibrt. Das weist in Analogie auf sonstige bekannte Gift- 
wirkungen auf eine ganz bestimmte Noxe. 

Die Sicherheit einer solchen Unterscheidung wiichst, wenn 
man das verelendete Tier mit dem am meisten geschidigten 
Stoffwechselkomponenten, dem Zuckerwechsel, zum Vergleich 
heranzieht. Dort tritt die hypotonische Muskelschwiche weit in 
den Vordergrund. Man kann solche Tiere in die abenteuer- 
lichsten Stellungen bringen, sie sinken vollkommen platt zu- 
sammen und doch bringt auch diese Muskulatur schlieBlich 
noch die Reizbarkeit, wenn auch zu geringeren Krampfen aut, 
wenn der Kohlenhydratstoffwechsel nahezu vollig erliegt. Ganz 
besonders eindringlich wird diese Ahnlichkeit aber bei beiden 
toxischen Zustiinden, wenn man sie durch ‘T'raubenzucker- 
infusionen behebt. Die Schnelligkeit der Wiedererholung ist in 
beiden Fallen oft von geradezu zauberhafter Wirkung.!) Dabe: 
erfolgt zuerst die lokale Erholung, die Tiere richten sich auf 
und nehmen wieder eine normale Stellung ein. Dann wird 
auch das psychische Verhalten wieder normal. Die beste 
Reaktion hierfiir sehe ich darin, wenn sie spontan zu fressen 
beginnen, womit sie gerettet sind. 

Diese rasche Erholung in beiden auf verschiedene Weise 
ihres disponiblen Traubenzuckervorrates mehr oder minder 
stark beraubten Fillen muB auffallen. Denn bei insulinhypo- 
elykiimischen Tieren darf in der Regel noch mit gewissen Vor- 
riiten von Glykogen in der Leber gerechnet werden; bei den 
durch Hunger und Phlorrhizin verelendeten Tieren sind aber 
auch die Glykogenvorrate der Leber praktisch erschépft, wie 
mich speziell darauf gerichtete Untersuchungen belehrten. Die 


) Vel. meine Mitteilung mit F. Ottensooser, a.a. O. 
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Lebern dreier im beginnenden hypoglykamischen Anfall ge- 
toteter Kaninchen enthielten in zwei Fallen ihres nach Pfliiger 
bestimmten Glykogengehaltes eben noch Spuren reduzierender 
Substanz, im dritten keine Spur mehr davon. Die Polarisations- 
werte waren in allen drei Leberextrakten = Null. Ebenso ent- 
hielten die Muskeln weder durch Reduktion noch Polarisation 
bestimmbare Mengen von Glykogen. Das ist ein bemerkens- 
werter Gegensatz zu den oben mitgeteilten Glykogenbestim- 
mungen der in der Insulinhypoglykamie bestimmten Werte von 
Leber- und Muskelglykogen. Wenn nun trotzdem der hypo- 
clykimische Zustand in beiden Versuchsreihen durch Trauben- 
zucker in ganz gleicher Weise aufgehoben werden kann, so folgt 
daraus mit gréBter Wahrscheinlichkeit, daB die méglichen Gly- 
kogenvorrite beim insulinhypoglykimischen Tiere fiir diesen 
Zustand keine Rolle spielen. Laufberger') hat darauf auch 
schon friiher hingewiesen und meint Insulin blockiere den 
Traubenzuckernachschub; das Glykogen werde mit anderen 
Worten also fixiert. Jaquer’) ist der Auffassung, daB die 
Hypoglykiimie bei der Insulinwirkung eigentlich nur ,,sekundir“ 
ist. Im Kernpunkt der ganzen Sache stehe die Frage des 
vestérten Nachschubs. Wie dem nun aber auch sei, fiir die 
vorliegende Frage scheint mir wichtig, daB8 Tatsachen vor- 
handen sind, die es rechtfertigen etwa vorhandene Glykogen- 
vorrite fiir den insulinhypoglykimischen Zustand als belanglos 
ansehen zu diirfen. 

Aber auch noch in einem weiteren Falle steht die Ver- 
armung an zirkulierendem Traubenzucker im Vordergrund der 
Veranlassung toxischer Zustinde, nimlich beim Eckschen 
Fistelhund, wenn er bei gleichzeitiger Verschleuderung seines 
Traubenzuckers durch die Nieren mittels Phlorrbizin, dem 
Hunger ausgesetzt wird. Erstaunlich rasch kommt es hierdurch 
zum Verlust simtlicher Kohlenhydrate, der Glucose und des 
Glykogens. Muskeln und Leber sind frei davon und der Ge- 
halt an reduzierender Substanz im Blute ist hiufig = Null, wie 


') V. Laufberger, Zs. f. d. ges. exp. Med. Bd. 42, S. 570 (1924), 
*) E. Laquer, Das Insulin, a. a. O. S. 261. 
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ich bei den Mitteilungen iiber die ,glykoprive Intoxikation: 
berichten konnte. Am gefitterten Ecktier tritt aber wede: 
ein volliger Verlust der Glucose noch des Glykogens ein, noch: 
kommt es zu einer Intoxikation. Die Leber als im Hunger, 
oder bei kohlenhydratfreier Ernahrung, zuckerproduzierendes 
Organ, ist beim Eckschen Fistelhund durch die weitgehend: 
Drosselung ihrer Blutversorgung durch Ableitung des Portal- 
blutes in die Vena cava, nunmehr nicht imstande, die Zucker- 
vorrite rasch genug zu erginzen, weil ihr das geniigende Siifte- 
material nicht mehr zugefihrt wird, woraus sie sonst Zucker 
bilden kénnte. Gerade hierdurch wird aber besonders rasch 
die Hypo- oder Aglykamie erreicht und der toxische Zustand 
tritt plétzlich ein. Den Zuckerverlust in solchen Fallen nicht 
in den Mittelpunkt der ursichlichen Veranlassungen dieser 
Intoxikation zu stellen, erscheint mir schlechterdings unméglich. 

Nun kénnte jemand einwenden, daB ich offene Tiren ein- 
renne, wenn ich bei hypoglykamischen Zustinden fiir die Ver- 
ursachung der dabei bemerkbaren toxischen Vorgiinge dic 
Traubenzuckerverarmung des Stoffwechsels noch besonders 
hervorzuheben meinen mu8. Dem ist aber nicht so. Denn 
einmal setzen sich viele Forscher, darunter die besten Kenner 
der Insulinwirkung z. B. Laquer dafiir ein, daB Krampfe, also 
die schwer toxischen Zustinde der Insulinwirkung, um so sel- 
tener sind, je reiner das Insulin ist; weiter aber wird die Frage 
diskutiert, ob unter der Insulinwirkuog der Traubenzucker 
sich in eine nichtreduzierende Form umvwandle, somit die 
Hypoglykimie ein Begleitsymptom, nicht aber ein ursiichliches 
Moment, der schweren Intoxikation sei. 

Die Krampferscheinungen werden implizite hiermit dem 
Insulin selbst zur Last gelegt. 

Im Falle der Verelendung der Tiere durch Nahrungsentzug 
und Zuckerverschleuderung ihres Blutzuckers durch phlorrhi- 
zinierte Nieren diirften derartige Vorstellungen schwer haltbar 
sein, noch weniger beim phlorrhizinierten Hunger-Ecktier, bei 
welchem die Méglichkeit der Wiederbildung von Zucker im 
intermediiiren Stoffwechsel weitgehend verhindert ist. In beiden 
Fallen ist eben einfach nicht geniigend Zucker vorhanden, er 
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wird daher auch nicht in eine hypothetische nichtreduzierende 
Form umgewandelt werden kénnen. Weiter haben beide Falle 
aber mit Insulin iiberhaupt nichts zu tun, da hierbei Insulin 
gar nicht zur Anwendung kommt. Endlich liBt sich bei ge- 
niigend hoher Anwendung von Insulin und lingerem Zuwarten, 
bis auf die seltenen refraktiiren Fille, stets das schwer toxische 
Stadium der Insulinwirkung erreichen. 

Ich bin nun weit entfernt davon, bestreiten zu wollen, 
daB es unmdglich ware, daf sich Zucker in eine fiir die ge- 
wohnlichen Reduktionsmethoden oder fiir die Polarisation un- 
faBbare Form umwandeln kénne. Fiir eine solche Behauptung 
sind unsere Kenntnisse des Verhaltens des Zuckers im Kérper 
noch nicht ausreichend. Man muB solche Méglichkeiten daher 
stets im Auge behalten, wie dies ja schon lange geschah und 
noch geschieht.?) 

Ich glaube aber, daB es richtig ist, den, wie aus dem oben 
erdrterten Zusammenhang hervorgeht, auf so verschiedene Weise 
gestiitzten Befund einer Intoxikation bei Verminderung oder 
Verlust von Traubenzucker im Blute und den Saften, einmal 
konsequent bis zum Ende zu verfolgen. 

Kine Ausdehnung solcher Versuche auf die bekannten 
und médglichen Abbauprodukte der Glucose bei toxisch-hypo- 
glykimischen Zustinden, ist aber eine logische Folge dieser 
Gedankenginge. Auf den bisher begriindeten Uberlegungen 
sind die folgenden Versuche aufgebaut. 

Nach der nunmehr tatsiachlich sichergestellten ersten Auf- 
spaltungsméglichkeit der Glucose in Glycerinaldehyd bzw. Di- 
oxyaceton, mute ihnen auch die erste Priifung der Méglichkeit 
ihres Eingreifens in den gestérten Kohlenhydratstoffwechsel 
gelten. Nach den Anschauungen Embdens?), die er in seinen 
Untersuchungen mit Baldes und Schmitz entwickelt hat, 
kommt bei der Aufspaltung im Kérper dem d-Glycerinaldehyd 
die gréBte Wichtigkeit zu, da sich der untersuchte d,1-Glycerin- 
aldehyd bei den angestellten Priifungen als weit angreifbarer 


*) Lépine, Levene und Meyer, Condorelli und viele andere. 
2) G@. Embden, K. Baldes und E. Schmitz, Chem. d. Milchs.- 
Bildung, Bioch. Zs. Bd. 45, S. 174 (1900). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXY. 6 
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erwies, wie Dioxyaceton. einer d-Glycerinaldehyd ist yon 
Wohl?) zuerst dargestellt worden, doch ist er in ausreichende: 
Mengen schwer zugiinglich. Da mir auch von d,1l-Glycerin- 
aldehyd geniigende Mengen nicht zur Verfiigung standen, so 
muBte ich meine Priifungen auf Dioxyaceton beschranken. Nun 
haben Wohl und Neuberg’) gezeigt, daB sich Dioxyaceton 
in alkalischer Lésung leicht griBtenteils in Glycerinaldehyd 
umlagert. Im schwer insulinhypoglykamischen Zustand ist aber 
nach Baur und Kuhn?) mit einem nach der alkalischen Seit 
hin verschobenen Zustand des Blutes zu rechnen, von der 
allerdings noch nicht erwiesen ist, ob er fiir eine Umlagerung 
von Dioxyaceton in Glycerinaldehyd ausreicht. Bei der seh: 
groBen Alkaliempfindlichkeit und Labilitat des Dioxyacetons 
in Lésung kann mit einer solchen Umlagerung aber immerhin 
gerechnet werden, zumal, wie ich ja in der II. Mitteilung aus- 
fiihrte, Dioxyaceton in Lésung schwerlich in der Ketoform vor- 
hegt, sondern vermutlich in der weit reaktionsfahigeren Eno!- 
form. Auch dieser Umstand dirfte Umlagerungsméglichkeiten 
erleichtern. Alle diese Méglichkeiten kénnen zwar den Manze! 
der Priifung reinen Glycerinaldehyds nicht ersetzen, aber die 
Beschrinkung der Untersuchung auf Dioxyaceton verstiindlic! 
machen. Uberdies ist ja im Experiment selbst stets der aus- 
schlaggebende Kontrollfaktor gegeben. 

Neben dem Dioxyaceton mufte ich vor allem auch dem 
Methylglyoxal Beachtung schenken. Denn einmal entsteht das 
Methylglyoxal wie ich in der I. Mitteilung zeigen konnte, auch 
bei duBerst geringen Alkalikonzentrationen, sei es aus Trauben- 
zucker selbst, sei es aus dem bei seinem Zerfall gebildeten 
Glycerinaldehyd. Weiter nehmen gerade die genauesten Kenner 
des Girungszerfalls, wie C. Neuberg, das Methylglyoxal neuer: 
dings als Ausgangspunkt des Girzerfalls. 

Die folgenden Protokolle sind nur im <Auszug wieder- 
gegeben. 





') A. Wohl, Chem. Ber. Bd. 31, S. 1796 und 2894 (1898). 
*) A. Wohl und C. Neuberg, Chem. Ber. Bd. 33, S, 3095 (1900. 
*) H. Baur und R. Kuhn, a. a. 0. 
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Versuche mit Dioxyaceton und Methylglyoxal. 
a) An Tieren mit Insulinhypoglykimie. 


Weibl. Kaninchen 1830 ¢g erhilt nach 1 Tag Hunger 1,5 Kaninchen- 
einheiten Insulin Degewop subcutan. Nach 3 Stunden starke Adynamie, 
nach 31/, Stunden schwere Krimpfe. Sofort intravenédse Injektion yon 
2,0 g Dioxyaceton in 20 cem Wasser. Unmittelbar nach der Injektion 
noch ein kurzer leichter Krampfanfall. Biick klarer, Miosis weicht, nach 
4 Minuten setzt sich das Tier spontan auf, die Stellung ist normal, kein 
Zusammensinken mehr, die Adynamie ist weg, nach 8 Minuten friBt es 
vorgehaltenes Futter und ist von da ab nicht von einem normalen Tiere 
irgendwie zu unterscheiden. 

Minn]. Kaninchen 1560 g hungert 1 Tag. Erhilt subeutan 2 Ka- 
nincheneinheiten Lloglandol. Nach 3 Stunden schwerste Krimpfe mit 
Rollbewegungen und stiirkstem Opisthotonus, keuchender beschleunigter 
Atmung, kurz schwerster Zustand. Nachdem diese Krimpfe wihrend 
einiger Minuten beobachtet waren, erhilt es intravends 2,0 g Dioxy- 
aceton in 20 ccm Wasser. Unmittelbar nach der Injektion noch ein 
schwerer, dann 2 leichte Anfille. Atmung ruhiger, blinzelt, Miosis ge- 
ringer, starrer Augenausdruck weicht. Nach 8 Minuten setzt es sich 
spontan in normaler Haltung auf, bleibt noch etwas désig, nach 15 Mi- 
nuten fribt es spontan und bleibt von da ab vollig normal. 

Urin am niichsten Morgen kein Eiweib, kein Aceton, reduziert 
Fehling in der Kalte nicht, in der Wirme eben eine Spur. Polari- 
metrisch keine Drehung wahrnehmbar. 

Minnl. sehr kriftiges Kaninchen 2650 g hungert 1 Tag. Erhalt 
3 Kanineheneinheiten Insulin Degewop subeutan. Nach 2 Stunden 
adynamisch, nach 3'/, Stunden erster sofort schwerer Krampfanfall, der 
genau abgewartet wurde, um sofort mit der Injektion eingreifen zu 
kénnen. Erhilt wieder 2,0 Dioxyaceton in 10 cem Wasser gelést. Un- 
mittelbar nach der Injektion setzt sich das Tier auf, bleibt normal sitzen, 
Atmung noch beschleunigt, Blick klarer. Atmung nach 2 Minuten ganz 
ruhig, fribt nach 5'/, Minuten vorgehaltenes Futter und ist von da ab 
vollig normal. 

Ich kénnte derartige Protokolle nun zu Dutzenden mit- 
teilen. Sie verlaufen alle ganz gleich. Versager mit der An- 
wendung von Dioxyaceton habe ich, wenn sonst kein anderer 
‘ingriff gemacht worden ist (s. spiiter), nie gehabt. Die Er- 
holung vom schwer insulintoxischen Anfall erfolgt ganz genau 
wie bei Anwendung von Traubenzuckerlésung. Auch bei sub- 
cutaner Anwendung tritt die Erholung ein, etwas weniger rasch, 
Wie bei intrayendser Anwenduug. Das ist ja aber auch bei 
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Traubenzucker so, wenn man ihn subcutan gibt. Die Erholungs- 
zeiten sind bei Anwendung von Dioxyaceton genau so rasc)), 
wie beim Traubenzucker. Wenn man sich auf Eindriicke ver- 
lassen kann, dann scheint mir eher eine raschere Erholung bei 
gleichen angewendeten Gewichtsmengen Dioxyaceton, wie bei 
den nimlichen von Traubenzucker. Aber es ist schwer, sich 
auf solche Behauptungen festzulegen. Sicher aber sind die Kr- 
holungszeiten bei Anwendung von Dioxyacetons nicht linger wie 
bei Traubenzuckeranwendung. Einen Schaden von Dioxyaceton 
habe ich niemals gesehen. Unveriindertes Dioxyaceton scheint bei 
den von mir angewendeten Mengen, die fiir ein Kaninchen reichlic) 
groB sind (etwa 1 g pro Kilo im Durchschnitt), nicht ausgeschieden 
zu werden. Kine Reduktion in der Kalte sah ich im Urin nie, 
dagegen 6fter leichte Reduktionen beim Erwirmen. Normale 
unbehandelte Kaninchen vertragen Dioxyaceton intravenés und 
subcutan ohne jede bemerkbare Reaktion. Auch iiber lingere 
Zeit durchgefiihrte derartige Injektionen verursachen offenbar 
keinen Schaden. Injiziert man die Dioxyacetonlésung schon 
im Stadium der Adynamie vor Ausbruch der Krimpfe, abe 
bei psychisch stark veriinderten Tieren, die vorgehaltenes Fressen 
nicht mehr annehmen, starke Miosis haben und den starrev 
Blick, so erfolgt die Erholung genau in der gleichen Weise, 
sie setzen sich sofort auf und fangen alsbald an zu fressen. 


b) Versuche an Tieren mit Verelendungshypoglykimie. 

Mittelkriiftiges minnl. Kaninchen 1720 g wird mit tiglichen Phlor- 
rhizininjektionen 1,0 g subcutan in sehr diinner NaHCO,-Lésung be- 
handelt, erhalt nur Wasser. Dauernd starke Zuckerausscheidung im 
Urin. Nach 6 Tagen schwer adynamisch 1310 g Gewicht. Liegt vdllig 
zusammengesunken da, hat Schnurrhaarkrimpfe. Erhalt intraveniis 
2,0 Dioxyaceton in 20 cem Wasser. Augenblicklich nach der Injektion 
besserer Zustand. Versucht sich aufzurichten. Sitzt aufrecht nach 8 Mi- 
nuten, sicht munterer aus. Sieht sich um und geht spontan nach 10 Mi- 
nuten an den HaferfreBtrog. Ist von da ab munter. Nach 3 Tagen 
220 g¢ Gewichtszunahme. 

Junges minnl. Kaninchen 1450 g sehr munter; wird 4 Tage mit 
Phorrhizininjektionen subcutan je 1,0 g behandelt, erhalt nur Wasser. 
Gewicht 1170 g, sehr elend, schwerst adynamisch, aber psychisch nicht 
veraindert. Wiirde Fressen sofort nehmen, wenn dies zugelassen wiirde. Nun 
Injektion von 1,0 Dioxyaceton in 10 cem Wasser. Fast sofort Aufrichten, 
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sitzt aufrecht in 6 Minuten, schnuppert umher und frift spontan nach 
15 Minuten. Weiterhin wohl und munter, nimmt rasch an Gewicht zu. 

Dioxyaceton wirkt, wie aus diesen Protokollen hervorgeht 
also auch, wenn der Zuckerstoffwechsel auf eine ganz andere 
Art und Weise gestért ist, wie durch Insulin aber ebenfalls 
zu den schwer adynamischen Zustinden gefiihrt hat, die wir 
wohl am sichersten auf einen weitgehenden Verlust der den 
normalen Muskelzustaad sonst garantierenden Menge von Kohlen- 
hydrat beziehen dirfen. Wir kommen beim Ubersehen dieser 
Versuche zu dem Schlusse, da’ das Dioxyaceton befaihigt 
ist, genau wie Traubenzucker selbst, den Kohlen- 
hydratstoffwechsel bei seiner experimentellen Stérung 
wieder normal zu gestalten. Dabei mag wie oben aus- 
einandergesetzt wurde unentschieden bleiben, ob teilweise ein 
Ubergang des Dioxyacetons in Glycerinaldehyd stattfindet und 
somit auch eine Wirkung des Glycerinaldehyds vorliegt. Jeden- 
falls darf das Dioxyaceton bzw. Glyerinaldehyd als 
eine nicht kérperfremde Substanz angesehen werden. 


c) Versuche an insulinhypoglykimischen Tieren mit 
Methylglyoxal. 

Schwarzes Kaninchen 2250 g hungert einen Tag, sonst weiter nicht 
behandelt. Erhilt 20 ecm frischen Destillates einer Traubenzuckerlésung 
in die Ohrvene. Das Destillat reagiert neutral, zeigt ziemlich starke 
Jodoformreaktion. Der Rest des Destillates auf Methylglyoxalosazon 
verarbeitet, das zu Verbrennungen benutzt wurde (s. I. Mitt). Der 
Prozentgehalt an Methylglyoxal des Destillates betrug 6,34 mg. Die 
20 cem enthielten also 1,27 mg. Die Injektion wird reaktionslos ertragen, 
nur faillt auf, daB das Blut auffallig rasch gerinnt, wenn es extra corpus 
mit der Lésung zusammenkommt. 

Miinnl. Kaninchen 2245 g hungert 1 Tag erhiilt 3 Kanincheneinheiten 
lloglandol subeutan. Nach 6 Stunden starke Insulinkrampfe. Nun intravenés 
25 eem frisches Destillat einer Traubenzuckerlésung = 1,8 mg Methy!|- 
glyoxal. Im Anschlu8 daran etwas Erholung. Tier versucht sich auf- 
zurichten, Miosis besteht fort, psychische Veriinderung ebenfalls. Nach 
10 Minuten wieder schwerer Krampfanfall. Nun 50 cem Destillat sub- 
cutan. Tier erholt sich sichtlich, setzt sich spontan auf, ist aber noch 
sehr wacklig. Nachdem 15 Minuten lang kein Krampf mehr eingetreten 
ist, das Tier aber nicht fri8t, wird in der Annahme, daf die Dosis des 
Methylglyoxals zu gering gewesen sei und mir damals stiirker konzentrierte 
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Lésungen noch nicht zur Verfiigung standen, eine Menge von 2,0¢ Trauben- 
zucker subcutan verabfolgt. Danach frift das Tier nach 8 Minuten. 

Kaninchen, minnl., 1830 g erhiilt nach 24 stiindigem Hunger 3 Ky 
nincheneinheiten Insulin Degewop. Nach 7 Stunden noch keine typisch. 
hypoglykiimische Reaktion. Erhilt also noch einmal 3 Kanincheneinheit«: 
Insulin. Nach 3 weiteren Stunden nunme.ur schwerste Krimpfe. V 
einer 1,88°/,igen Methylglyoxallésung werden nun 5 cem = 0,094 ¢ Me. 
thylglyoxal intravenés in einer anfallsfreien Zeit injiziert. Das Tic: 
striubt sich sofort, bekommt schwersten Tetanusanfall und verendet j 
kiirzester Zeit. Schon nach 5 Minuten vollkommene Totenstarre, 
die so stark wird, daB man das Tier frei an den Hinterbeinen in die Lut‘ 
halten kann, ohne daf es einknickt. Nach 24 Stunden ist die Totenstarre 
noch nicht gelost. 


Kaninchen, weibl., 2340 g erhilt 8 Kanincheneinheiten Insuli 
Degewop intravenés. Da nach 7 Stunden trotz vorhergehendem 24 stiin- 
digem Hunger noch keine sicheren Zeichen ausgesprochener Hypoglyk 
iimie bestehen, so erhilt es noch 2 Kanincheneinheiten Insulin subeutan, 
Nach 2'/, weiteren Stunden besteht schwere Adynamie, fribt vorgehaltene: 
Futter nicht mehr. Nun Injektion von 5 cem wibriger Methylglyoxa 
lésung = 0,094 g Methylglyoxal intravenés. Trotzdem das Tier von sac! 
kundiger Hand festgehalten wurde, springt es unmittelbar bei Schlul 
der Injektion mit einem groBen Satz iiber den Kopf des Haltenden wey 
und bleibt auf dem Boden mit jagender tiefer Atmung liegen. Anschei- 
nend hat es keinen Schaden genommen. Versucht sich aufzurichten, 
was nicht gelingt. Der sonstige Zustand gleicht dem vor der Injektion. 
Erholung tritt nicht ein. Nachdem dieser Zustand 15 Minuten beobzehtet 
ist, erhilt das Tier 1,0 g Dioxyaceton in wibriger Lésung intravenis. 
Danach sichtliche Erholung, friBt nach 15 Minuten. Tier nun wohl und 
bleibt es. Im spiter gelassenen Urin kénnen keine pathologischen Bei 
mengungen nachgewiesen werden. 


Normales kriftiges weibl. Kaninchen, 2120 g. Hat 24 Stunden 
gehungert. Erhilt wieder von der 1,88°/,igen wiBrigen Methylgyoxa'- 
l6sung eine intravenése Einspritzung. Wird besonders sorgfiiltig dabe: 
festgehalten, Beim 4, cem der Injektion plétzliches starkes Zerren unc 
ReiBen und Befreiungsversuche. Das Tier wird sofort auf den Boden 
gesetzt und rennt heftig schreiend in eine Ecke des Laboratoriums. 
Dort bleibt es zitternd mit tiefer, sehr beschleunigter Atmung sitzen 
Die Pupillen sind maximal miotisch. Nach wenigen Minuten beruhigt 
sich das Tier, atmet ruhiger und nimmt vorgehaltenes Fressen. Am 
nichsten Tag ist es ganz munter, Gewicht unveriindert, im Urin sinc 
keine pathologischen Beimengungen nachweisbar. 

Dasselbe Kaninchen wird 6 Tage spiiter, nachdem es in der Zwischen- 
zeit vollkommen munter war, mit 10 klinischen Einheiten Insulin subeutan 
gespritzt. Schwer hypoglykiimischer Zustand mit Krimpfen nach 
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21, Stunden. Darauf erhilt es intravenéds 15 com der Methylglyoxal- 
lésung = 0,28 g Methylglyoxal. Schwerste Unruhe beim Rest der 
Injektion. Das Tier stirbt 2 Minuten nach der Injektion unter Atem- 
stillstand und schwersten Streckkrimpfen. ‘Totenstarre nach 1/, Stunde 
komplett. 

Kaninchen weibl. 2320 g, bisher zu keinem Versuch benutzt. Hungert 
24 Stunden und erhdlt 3 klinische Einheiten Insulin Degewop subcutan; 
nach 3°/, Standen schwerer hypoglykiimischer Zustand mit Kriimpfen. 
Nun werden 0,5 g Dioxaceton + 0,2 g Methylglyoxal in 10 ccm 
Wasser intravends injiziert. Jede Krampferscheinung und jeder Auf- 
regungszustand bleibt aus. Das Tier erholt sich sehr rasch nach der 
Injektion und fri8t nach 10 Minuten. Es bleibt auch fernerhin gesund. 
Die Dioxyacetonlésung und Methylglyoxallésung wurden unmittelbar vor 
der Injektion zusammengegossen. 

Dasselbe Experiment wird mit dem gleichen Resultat in 2 weiteren 
Fallen wiederholt. 

Selbstverstindlich sind die Versuche mit Methylglyoxal- 
lésungen ebenfalls noch auf eine Reihe weiterer Erprobungen 
ausgedehnt worden, die die gleichen Resultate ergaben. Ich 
kann aber von der Wiedergabe der sich wiederholenden 
Resultate hier absehen. 

Die Beeinflussung des gestérten Kohleuhydratstoffwechsels 
durch Methylglyoxal ergibt nach den beigefiigten Protokollen 
die iiberraschende Tatsache, daB es sich hierbei wie ein schweres 
Gift verhalt. Sehr kleine Gaben scheinen zu eimer rasch vor- 
iibergebenden Erholung zu fiihren, die alsbald von den schwer 
hypoglykiimischen Zustiinden wieder abgeliést wird. Aber auch 
das normale Tier wird schon von kleinen Gaben, wenn auch 
sehr voriibergehend, offenbar sehr unangenehm _beeinfiuBt. 
Wenn man das klinische Bild, das durch die Einverleibung 
von Methylglyoxal hervorgebracht wird, kritisch ansieht, so 
wird man darin eine schwere Reizung des gesamten Zeutral- 
nervensystems unschwer erkennen. Darauf weist die enorme 
motorische Reizung hin, die von einfachen Abwehrbewegungen 
bis zu tetanischem Krampfstadium fiihrt, ferner weisen die 
hochgradigen Angst- und Krregungssymptome, das starke 
Schreien und das Zittern darauf hin. Die hochgradige Miosis, 
die enorm beschleunigte Atmung, endlich der Atemstillstand 
zeigen das Ubergreifen auch auf die tieferen und schlieBlich 
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lebenswichtigen Zentren. Endlich ist noch hervorzuheben, daf 
die Erholung offenbar wenigstens beim normalen Tiere aut- 


fiillig rasch erfolgt, daB Methylglyoxal also in kiirzester Zeit 
aus dem Stoffwechsel eliminiert werden kann. 


Besonders bemerkenswert ist aber, daB eine Mischung von 
Methylglyoxal und Dioxyaceton keinerlei Erscheinungen hervor- 
ruft. Endlich scheint mir noch hervorhebenswert, daB die 
eréBte Empfindlichkeit fiir Methylglyoxal im Krampfstadium 
besteht, wenn also die Verarmung an disponiblem Zucker voll- 
kommen ist, denn dann wirkten die Methylglyoxalinjektionen 
meistenteils tédlich. Die gleiche Dosis Methylglyoxal im Vor- 
krampfstadium wurde aber ohne Verlust des Lebens ertragen, 
wenn auch keine yoéllige Erholung erfolgte. 

Eine weitere Stiitze fiir die Anschauung, daB das Methyl- 
glyoxal in besonders starker Weise auf das gesamte Zentral- 
nervensystem wirkt, scheint mir aber noch daraus_ hervor- 
zugehen, da bei subcutaner Injektion die Wirkung merklich 
anders ist, wie die beiden folgenden Protokolle zeigen mégen: 


Graues Kaninchen, weibl., 2130 g. Erhialt nach 16stiindigem Hunger 
1,0 eem Insulin Lilly. Hat schon nach 1'/, Stunden Krimpfe. Nun 
subcutan 5,0 cem einer 2,2 °/,igen waBrigen Methylglyoxallésung. 
Im Anschlu8 daran setzt sich das Tier spontan aufrecht. Es schreit 
bei und nach der Injektion nicht. Atmung noch beschleunigt, Miosis 
bleibt. Das Tier macht einen leicht erregten Eindruck, nimmt einige 
Korner Hafer, die ihm unmittelbar ans Maul gebracht werden, steht 
aber von weiterem Fressen ab. Das Tier bleibt relativ munter fiir 
21/, Stunden. Die Hypotonie der Muskeln weicht aber nicht vollig. 
Nach dieser Zeit plotzlich wieder schwerste Insulinkrimpfe. Nun Trauben- 
zucker subeutan 4,0 g. Das Tier ist wohl nach 5 Minuten, frift spontan 
und bleibt wohl. 


Graues Kaninchen, miinnl., 2045 g Gewicht. Zu keinem friiheren 
Versuch beniitzt. Erhalt 1,0 cem Insulin Lilly + 0,250 g Phlorrbizin, in 
etwas Natriumbicarbonatlésung auigelést, intravenéds. Schon nach 1 Std. 
15 Minuten schwer hypotonischer Zustand, nach weiteren 15 Minuten 
schwerste Krimpfe. Nun subcutan 5,0 ccm einer 2,2°/,igen Methy!- 
glyoxallésung. Tier schreit nicht, macht keine Abwehrbewegungen. 
Auf diese Injektion keine merkliche Besserung. Wieder Kriimpfe. Nun 
nochmals 5,0 cem M.-G.-Lésung. Keine merkliche Besserung. Nun 
intravenés ganz langsam 1,0cem M.-G.-Lésung. Darauf Tier wohler, 
setzt sich spontan auf und hiipft auf AnstoBen etwas zur Seite, ist aber 
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noch hypotonisch (Spreizen der Vorderbeine). Bleibt in dieser Ver- 
fassung wiihrend 20 Minuten. Keine Kriimpfe. Die Atmung ist ruhiger. 
Hypotonie bleibt, Tier kann sich aber aufrecht erhalten. Nun Trauben- 
zucker intravenés 2,0. Tier friBt nach 5 Minuten spontan und bleibt wohl. 

Aus diesen Versuchen scheint hervorzugehen, daB ein un- 
mittelbares Hineingelangen des Methylglyoxals in die Blutbahn 
und somit auch sehr rasch ins Zentralnervensystem dort 
schwere Reizungen veranlaBt, die bei subcutaner Zufuhr aus- 
bleiben. Das Tier macht dabei keine Abwehrbewegungen, 
schreit nicht, dagegen zeigt es eine nicht unbetriichtliche Er- 
holung, die allerdings nur tempordar ist und bald wieder den 
schwer hypoglykimischen Zustiinden weicht, um bei Zufuhr 
von Traubenzucker oder auch Dioxyaceton in iiblicher Weise 
zu schwinden. Bevor weitere Deutungsversuche gemacht werden, 
mégen nun aber Mitteilungen iiber die Wirkung anderer Stofie 
mit einer 3 C-Xette auf den gestérten Kohlenhydratstoffwechse! 


tolgen. 


Versuche mit Glycerin und mit Aceton. 


Kriftiges, weibliches Kaninchen, erhalt nach 24 stiindigem Hunge1 
3 Kanincheneinheiten Insulin Degewop subcutan. Nach 2°/, Stunden ist 
der schwer hypoglykiimische Zustand mit Kriimpfen zum Ausbruch ge- 
kommen. Nun erhilt es intravenéds 2,0 reines Glycerin (D.A.B.Y.), 
in 20 cem Wasser gelést, langsam injiziert. Die Injektion wird reak- 
tionslos ertragen. Die Krimpfe sistieren, aber es bleibt der schwer 
hypotonische Zustand und auch die psychische Veriinderung. Nimmt 
vorgehaltenes i'utter nicht an. Nach */, Stunde wieder Kriimpfe. Nun 
1,0 Dioxyaceton intravenés, Erholt sich sofort und fri8t innerhalb von 
6 Minuten. 

Kaninchen, weibl., 2320 g Gewicht. LErhilt nach 24 stiindigem 
Hunger 6 Kanincheneinheiten Insulin Degewop subeutan. Nach 4 Std. 
starke Kriimpfe. Nun werden wieder 2,0ccm Glycerin, in 20 ecm 
Wasser geldst, intravenés injiziert. Darauf etwas Erholung. Kriimpfe 
sistieren fiir 7 Minuten, nun nochmalige Injektion von 2,0 Glycerin 
in wibriger Lésung, danach derselbe leichte Erholungszustand. Nach 
10 Minuten wieder Kriimpfe. Nun 2,0 Traubenzucker intravenés. Tier 
erholt sich augenblicklich auffiillig. FriBt nach 8 Min. und bleibt wohl. 

Kaninchen, miinnl., sehr kriftig, schon zu Versuchen benutzt, 
Grewicht 2430 g. Erhilt nach 36 stiindigem Hunger 5 Kanincheneinheiten 
lnsulin Degewop subcutan. Nach 5 Stunden Krimpfe. Nun werden 
0,2g Aceton, in 10 cem Wasser gelést, intravends injiziert. Sofort 
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héren die Kriimpfe auf, aber das Tier bleibt benommen, ist aber weniger 
hypotonisch. Nach 10 Minuten nochmals 0,3 Aceton in wiBriger 
Lésung injiziert. Das Tier erholt sich sichtlich, setzt sich auf, frift 
aber nicht. Die Pupillen sind jetzt weit. Nach 1/, Stunde wieder 
schwer adynamischer Zustand, Schnurrhaarkriimpfe. Nun erneuter In- 
sulinkrampf. Jetzt Injektion von 2,0 Dioxyaceton in 15 cem Wasser. 
Tier sofort erholt, fribt innerhalb 8 Minuten und bleibt wohl. 

Kaninchen, weibl., 1730 g, jung. Erhiilt nach 24 stiindigem Hunger 
& Kanincheneinheiten Insulin Lilly subeutan. Nach 2 Stunden, 30 Minuten 
Kriimpfe. Nun 0,2 Aceton in 5 cem Wasser langsam intravenés. Tier 
ist nach der reaktionslos ertragenen Injektion entschieden wohler, ver- 
sucht, sich aufzusetzen, bleibt aber wacklig. Atmung ruhiger. Nun 
nochmals nach 10 Minuten 0,2 Aceton in 5 eem Wasser. Zustand 
nicht wesentlich veriindert. Nach '/, Stunde wieder Kriimpfe. Nun 
Dioxyaceton 2,0 in 10 ecm Wasser intravenés. Sofortige Erholung, frif: 
innerhalb von 5 Minuten und bleibt wohl. 


Die Versuche mit Glycerin und Aceton, den gestérten 
Zuckerstoffwechsel wieder in normales Fahrwasser zu bringen, 
miissen nach dem Ausfall dieser Versuche als gescheitert an- 
gesehen werden. Man sieht eine geringe temporire Beein- 
flussung des Gesamtverhaltens der Tiere, sie setzen sich aul, 
bleiben aber hypotonisch, nach kurzer Zeit ist das volle Bild 
der hypoglykimischen Reaktion wieder da. Traubenzucker- 
oder Dioxyacetoninjektionen fiihren die Tiere aber stets in 
kiirzester Zeit wieder dem normalen Zustand zu; die an- 
gewendeten Mengen Substanz miissen als ausreichend bezeichnet 
werden, daB sie bei einer etwaigen Oxydation in wirksame 
Quantitiiten von Glycerinaldehyd bzw. Dioxyaceton iibergefihr' 
werden kénnen. Das ist aber offenbar nicht der Fall, da nur 
geringe und temporiire Zeichen von Erholung eintreten. 


Versuche mit Milchsaiure und Brenztraubensaure. 


Graues Kaninehen, 2010 g. Erhilt zuerst 0,125 Phlorrhizin in 
Natriumbicarbonatlésung intravenés, nach 1 Stunde dieselbe Menge + 
1,0 eem Insulin Degewop, Nach 1 Stunde, 10 Minuten schon prihypo- 
glykiimisehes Stadium mit grofer Adynamie, trotzdem das Tier nicht 
gebungert hat. Nun Injektion einer 2 °/,igen d,1-Milchsiiurelésung ganz 
Jangsam 2cem = 0,04 g Milchsiure. Darauf sofort starkes Schreien 
des Tieres, stiirkste Abwehrbewegungen ganz genau wie bei Anwendung 
einer Methylglyoxallésung. Das Tier setzt sich auf. Stark beschleunigte 
Atmung, starke Miosis. Nach einigen Minuten sinkt das Tier wieder 
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zusammen, so daB eine ausgesprochene Beeinflussung der Adynamie 
nicht besteht. Bekommt nach weiteren 8 Minuten einen kurzen Krampf.- 
anfall. Nun 1,0 Dioxyaceton intravenés. Nach 4 Minuten friBt das Tier 
und bleibt wohl. 

Graues Kaninchen, 1915 g. Erhilt, ohne daS es gehungert hat, 
0,8 cem Insulin Lilly + 0,20 Phlorrhizin in Natriumbicarbonatlisung. 
Schon nach 1 Stunde und 15 Minuten treten schwere hypoglykimische 
Zeichen mit Kriimpfen auf. Nun werden intravenés 0,033 g¢ d,l-Milch- 
siiure langsam in wibriger Loésung injiziert. Das Tier macht starke 
Abwehrbewegungen und setzt sich auf, kommt aber schon nach 2 Min. 
wieder in Krampfzustand. Nun subcutan 5 cem der Milchsiurelésung 
= 0,165 g reine Milchsture. Tier macht keine Abwehrbewegungen, 
setzt sich auf, hiipft umher, friBt aber nicht und ist psychisch noch be- 
einfluBt. Nach etwa 5 Minuten tritt wieder starke Hypotonie ein, der 
unmittelbar ein Krampfanfall folgt. Nun wieder subcutan 0,165 g 
Milchsiure. Wieder keine Abwehr. ‘Tier setzt sich sofort auf und 
liiuft umher. Nach etwa 5 Minuten wieder starke Adynamie und Krampf- 
anfall. Nun Traubenzucker intravenés 1,0 Tier nach 8 Minuten wohl 
und friBt. 

Graues, sehr kriftiges Kaninchen, 3130 g. Erhilt ohne Karenz 
(es wurde bis zum Abend vor dem Versuche stark gefiittert, Hafer) 
1,0 eem Insulin Lilly + 0,25 Phlorrhizin + 0,25 NaHCO,. Nach 1°/, Std. 
schwere Krimpfe. Nun Injektion einer 2°/,igen Milchsiurelésung 
ganz langsam. Nachdem eine Fliissigkeitsmenge, die 0,028 g Milch- 
siure enthiilt, eingeflossen ist, schreit das Tier plétzlich stark auf 
und macht heftigste Abwehrbewegungen. Es setzt sich sofort auf. 
Starke Miosis, sehr beschleunigte Atmung. Nach etwa 6 Minuten wieder 
Kriimpfe. Nun subcutan 0,2 g Milchsaure in wiBriger Lésung. Tier 
bleibt ganz ruhig. Es erholt sich sichtlich wieder etwas und setzt sich 
auf, doch sinkt es sehr bald wieder zusammen. Nach etwa 10 Minuten 
wieder Kriimpfe, nun wieder subcutan dieselbe Menge Milch- 
siure. Danach keine Erholung, setzt sich nicht auf. Die Injektion 
wurde ohne jeden Widerstand ertragen. Nun wieder Kriimpfe nach 
12 Minuten. Danach Traubenzucker 2,0 subcutan, erholt sich sehr bald 
und triBt nach 15 Minuten, bleibt dauernd wohl. 

MiBbig kriftiges Kaninchen, 1630 g, erhiilt nach 24 Stunden Hunger 
3 Kanincheneinheiten Insulin Lilly. Nach 2 Stunden Krampfstadium. 
Nun vorsichtige und langsame Injektion einer wiSrigen Brenztrauben- 
siiurelésung. Nach Injektion von 40 mg heftigstes Striuben, starke 
psychische Erregung. ‘Tier versucht sich aufzusetzen, sehr starke Miosis, 
beschleunigte Atmung. Hypotonie nicht gebessert. Nun nochmals 
intravends 0,040 g Brenztraubensiure. Wieder starkes Striuben, 
keine sichtliche Besserung. Nach 7 Minuten erneuter Krampfanfall. Nun 
1,0 Dioxyaceton. Nach 4 Minuten fri8t das Tier und ist dauernd wohl, 
im Urin des niichsten Tages keine pathologischen Beimengungen. 
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Die Versuche mit Milchséiure und Brenztraubensiure ev- 
geben das merkwiirdige Resultat, daB eine grofe Ahnlichkeit 
des ganzen Einwirkungsbildes mit den Feststellungen, die ich 
bei Methylglyoxallésungen machen konnte, besteht. Mit Sicher- 
heit 1aBt sich aber eine Beeinflussung des gestérten Kohlen- 
hydratstoffwechsels im Sinne einer vélligen Ausgleichung der 
Stérung ausschlieBen. Die Milchsiure, als im Zentrum des 
Kohlenhydratstoftwechsels des Muskels stehende Substanz, aus 
der sogar wieder Glykogen aufgebaut wird, beansprucht fiir 
die vorliegende Untersuchung ja das gréSte Interesse. Aber 
die Hypotonie, die man als av-~esprochenstes Zeichen des ge- 
stérten Muskelzuckerstofiwechseis ansehen darf, erfihrt keine 
Beeinfiussung durch Milchsiurezufuhr. Auch bei Verelendungs- 
hypoglykimie ist es so, wie das folgende Protokoll zeigt: 

Kaninchen, weibl., 1820 g, wird 6 Tage mit tiglichen Phlorrhizin- 
injektionen behandelt und erhilt nur Wasser. Nach dieser Zeit Gewicht 
1450 g und schwer adynamischer Zustand. Die intravenése Zufubr von 
0,02 Milchsiiure wird genau mit den gleichen Abwehrerscheinungen 
beantwortet, Schreien und allerdings viel schwiichere Befreiungsversuche. 
Die subcutane Milchsiurezufuhr von 0,2 g bewirkt gar keine 
merklichen Verinderungen des Zustandes, nur die Atmung wird s 
beschleunigt und zeitweise aussetzend. Darauf 2,0 g Psbessieie: 
intravenés. Nahezu sofortige Erholung, Tier setzt sich auf, friBt und 
nimmt nun rasch Zu. 

Die Wirkung der Brenztraubensiure gleicht der der Milch- 
siure vollkommen. Und auch von ihr hatte man fiir die 
Wiederherstellung des gestérten Zuckerstoffwechsels, bei ihrer 
ebenfalls so wichtigen Stellung im Zuckerabbau der Alkohol- 
girung, eine bessernde Wirkung erwarten kénnen. Nun sehen 
wir aber nur die nimliche durchaus auf eine reine Beein- 
flussung des Zentralnervensystems deutende Kinwirkung. Auf 
die Deutung dieser Ergebnisse wird am Schlusse im Zusammen- 
hang zuriickzukommen sein. 

Ks sollen nun noch die Versuche der Zuckerstoffwechsel- 
beeinflussung durch Spaltprodukte mit einer 2C-Kette folgen. 


Versuche mit Acetaldehyd, Glykol und Glykolaldehyd. 
Kriftiges Kaninchen 2530 g¢. Bisher zu keinen Versuchen beuiitzt. 
Erhalt nach 24 stiindigem Hunger 3 Kanincheneinheiten Insulin subcutan 
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Da nach 6 Stunden eine hypoglykiimische Reaktion noch nieht ein- 
getreten ist, erhilt es nochmais dieselbe Dosis Insulin. Nach drei weiteren 
Stunden schwer hypoglykimischer Zustand mit Krimpfen. Sofort werden 
0,3 g Acetaldehydin 20 cem Wasser subcutan eingespritzt. Augen- 
blicklich lassen die Krampfe nach. Nach weiteren 10 Minuten setzt sich 
das Tier auf, macht aber einen benommenen Kindruck. Pupillen weit. 
Nun wird es deutlich schlifrig. Vorgehaltenes Futter wird nicht ge- 
nommen. Es erfolgen in den niichsten 1'/, Stunden keine Kriimpfe. Die 
Adynamie weicht aber nicht vollig, tiberdies ist der benommene Zustand 
sehr ausgepriigt, fast eine Art Halbnarkose. Nun werden 1,5 ¢ Dioxy- 
aceton intravends injiziert. Danach ist der halbnarkotische Zustand 
entschieden geringer. Das Tier sitzt jetzt normal da, ist aber auf keine 
Weise zu bewegen, Futter zn nehmen. Auch 20 Minuten spiiter, wo 
noch derselbe Zustand besteht, ni: ..1 das Tier kein Futter. Das Futter 
wird in unmittelbare Nahe des Tieres gestellt und es in der Nacht sich 
selbst iiberlassen. Am niichsten Morgen wird das Tier in typischer 
[nsulinstreckkrampfstellung mit maximalem Opisthotonus tot vorgefunden. 
Kine Erholung ist also nicht eingetreten. 
Kriftiges Kaninchen, friiher zu Glycerinversuchen beniitzt. Erhiilt 
1,0 eem Insulin Degewop subcutan nach 24stiindigem Hunger. Nach 
8 Stunden Insulinkriimpfe. Nun erhalt es intravends langsam eine 1 °/,ige 
wiBrige Lésung von Acetaldehyd. Nach der Injektion von 3 cem = 0,08 
Acetaldehyd hort das Tier plétzlich auf, zu atmen, es liegt wie leblos 
da, die Herzaktion ist aber noch eben nachweisbar. Nun sofort kiinst- 
liche Atmung, die anfangs ohne Erfolg zu sein scheint, die Augen quellen 
hervor, die Pupillen werden maximal weit, das Tier scheint verendet. 
Kiinstliche Atmung weiter fortgesetzt. Nach etwa 5 Minuten einzelne 
tiefe, schnappende Atembewegungen, die sich allmihlich zu einem nor- 
malen Atemtypus ausgestalten. Die Muskulatur ist total schlaff, Kriimpfe 
bestehen selbstverstiindlich keine. Nach 12 Minuten hat sich das Tier 
entschieden erholt und setzt sich auf; aber die Augen fallen zu, die 
Pupillen sind weit, es besteht ein Schlafdimmerzustand. Futter wird 
nicht genommen, auch wenn man ihm den Hafer ins Maul stopft. In 
diesem Zustand relativer Erholung verharrt das Tier etwa '/, Stunde. 
Nun erneute Krimpfe. Darauf Injektion von 1,0 Dioxyaceton intravends. 
Darauf Erholung bis zu dem Diimmerschlafzustand wie vorher. Nach 
einer weiteren Stunde wieder Insulinkriimpfe. Nun Dioxyaceton 1,0 intra- 
venés und 2,0 subeutan. Darauf vollige Erholung. FriBt innerhalb 
15 Minuten und bleibt von da ab wohl. 

Sehr kriftiges Kaninchen, zu keinem Versuch benutzt, 3240 g. Er- 
halt nach 24 stiindigem Hunger zehn klinische Einheiten Insulin Degewop. 
Nach 41/, Stunden schwer hypoglykiimischer Zustand mit Kriimpfen. 
Nun sofort intraveniés sehr langsam 0,1 Acetaldehyd. Die Dosis 
wird reaktionslos ertragen. Erholung erfolgt nicht, dagegen noch sofort 
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1 Krampfanfall. Tier danach wohler, richtet sich langsam auf, Hypo- 
tonie weicht nicht. Nachdem 15 Minuten derselbe Zustand besteht, 
wird im Hinblick auf die obige geringe Wirksamkeit des Dioxyacetons, 
eine Injektion von 3,0 Traubenzucker intravenés gemacht. Nach etwa 
5 Minuten ist die Adynamie gewichen, das Tier macht aber einen be- 
trunkenen Eindruck, Ist schlifrig, trinkt Wasser auf Einhalten der 
Schnauze in den Wassertrog. Nach 2 weiteren Stunden derselbe Zu- 
stand, beiBt in den Futtertrog, erkennt offenbar das Futter nicht, oder 
sieht nicht. Jetzt noch 5,0 Traubenzucker subeutan. Keine Anderune 
des Zustandes. Am niichsten Tag ist das Tier wohl, hat aber kein 
Futter genommen. Subeutane Wasserzufuhr. Derselbe Zustand besteht 
nun 4 weitere Tage. Das Tier ist sicher blind. Fri8t nicht, auch wenn 
Futter iu das Maul geschoben wird. Am 6. Tage sehr elend, hat in- 
zwischen stets subeutan Wasser und Traubenzucker injiziert erhalten. 
Im Urin keine pathologischen Beimengungen. Tier stirbt in einem hypo- 
glykiimieihnlichen Zustand. Innere Organe ohne pathologischen Be- 
fund. Offenbar hat das Zentralnervensystem durch den Acetaldehyd 
schwer notgelitten. Erblindung! 

Sehr kraftiges minnliches Kaninchen, 2860 g. Erhilt nach 24stiin- 
digem Hunger 5 Kanincheneinheiten Insulin Lilly. Nach 4 Stunden 
Krimpfe. Sofort Injektion von 10ccm einer wibrigen 10°/,igen Gly- 





kollésung. Gegen SchluB der Injektion ist das Tier sehr erregt, 
kaum zu halten, dann ruhiger. Es erholt sich aber nicht. Nach 5 Min 
wieder Kriimpfe. Nochmals dieselbe Dosis Glykol intravenés. Wird 
nicht erregt. Hypotonie bleibt. Atmung etwas ruhiger. Krimpfe 





wiederholen sich nach 9 Minuten. Nun intravenéds 2,0 Dioxyaceton. 
Langsame Erholung, hat noch einen Krampfanfall unmittelbar nach der 
Injektion. Lingere Zeit noch Kaumuskelkriimpfe. Nach 15 Minuten 
aber ist das Tier véllig erholt und fri8t. Am niichsten Tag wohl. 
Weibliches Kaninchen, 2,3 Kilo. Erhilt 5 Kanincheneinheiten 
Insulin. Krimpfe nach 2 Stunden. Nun sofort intravends 2,0 Glyko! 
in 20cem Wasser. ‘Tier bleibt ruhig. Hypotonie und sonstiges Vi 
halten giinzlich unverindert. Nur Atmung ruhiger. Krimpfe sistieren 
etwa 10 Minuten. Dann erneuter Krampfanfall. Nun 3,0 g Trauben 
zucker intravenés. Das Tier erholt sich fast auceenblicklich. Frift nach 
8 Minuten. Ist am niachsten Tag vollig wohl. Im Urin keine patho- 
logischen Beimengungen. 





Die Versuche mit Glykolaldehyd méchte ich nur sum- 
marisch behandeln, da ich nur wiBrige Glykolaldehydlésungen 
zur Verfiigung hatte und mit Darstellungsschwierigkeiten des 
Glykolaldehyds kimpfe. Zweifellos sind die Versuche mit Glykol- 
aldehyd besonders interessant, wenn man die grobe Reaktions- 
fihigkeit des Kérpers in Betracht zieht. Es miBten aber die 
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angewendeten Dosen genau bekannt sein. Leider bin ich fin 
die Gehaltsbestimmung der Glykolaldehydlésungen aber nur 
auf Schitzung angewiesen, da die Darstellung ganz reinen 
Glykolaldehyds bis jetzt gescheitert ist. Die Darstellung ge- 
schah durch Oxydation von d-Weinsiure in der Kilte mit 
Ferrosalz und H,O,, sowie rauchender Schwefelsiiure, wobei 
‘Trioxybernsteinsiure, nach anderen Dioxymaleinsiure, entstehen 
soll, Durch Abspaltung von CO, und Wasser wiirde dann 
der Glykolaldehyd entstehen. Die Darstellung der ‘Trioxy- 
bernsteinsiure gelingt bei einiger Vorsicht ganz leicht. Ob 
aber eine véllige Zersetzung der 'Trioxybernsteinsiure zu Gly- 
kolaldehyd méoglich ist, erscheint mir nach den mancherlei 
dartiber angestellten Versuchen zweifelhaft, selbst wenn man, 
wie dies Nef!) angibt, im Vakuum die T’emperatur allmih- 
lich auf 100° steigert. Jedenfalls reagiert auch der nahezu 
zur ‘I'rockne gebrachte Riickstand noch sauer, was mir aui 
noch nicht vollig umgesetzte Trioxybernsteinsiiure zu deuten 
scheint. Mit neutralisierten wiBrigen Lésungen dieses Stoftes, 
der in der Kalte Fehling stark reduzierte, habe ich meine 
Versuche ausgefiihrt. 

Nach dem Ergebnis an 3 Tieren scheint aber ein nennens- 
werter KinfluB des Glykolaldehyds auf die Insulinhypoglykimie 
nicht zu bestehen. Alle 3 Tiere erholten sich nach intra- 
vendser Zufuhr etwas, doch lieB die Hypotonie der Muskeln 
nicht nach. Nach relativ kurzer Zeit begannen wieder Insulin- 
krampfe. In einem Falle sah ich nach der Injektion auch 
Reizerscheinungen, die aber von Resten nicht umgewandelter 
Trioxybernsteinsiiure herriihren kénnen. Eine Ausdehnung 
dieser Versuche auf weitere Tiere werde ich noch durchfihren 
und behalte mir dies hiermit vor. 

Damit schlieBt diese einstweilige Versuchsreihe. 


Deutung der Versuche und Schlu&betrachtungen. 
Die Deutungsversuche, denn nur als solche muf ich meine 
folgenden Ausfiihrungen bezeichnen, sind recht schwierig. 


*) J. U. Nef, Dissoziationsvorgiinge in der Zuckergruppe, Liebigs 
Ann. der Chem. Bd. 857, S. 214 (1907), speziell S. 290 ff. 
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Halt man sich zunichst an das Tatsichliche, so ergeber 
die im vorstehenden angefiihrten Protokolle die gewif beach- 
tenswerte Tatsache, daB Glycerinaldebyd bzw. Dioxyaceton 
siimtliche toxischen Erscheinungen der Insulin- wie auch der 
Verelendungshypoglykimie ebenso restlos und sicher beseitict, 
wie der Traubenzucker. Weiter aber zeigt es sich, daB ein 
bei der Traubenzuckerspaltung nach chemischen Kinwirkungen 
sehr leicht auftretendes weiteres Spaltungsprodukt, das Methy|- 
slyoxal, welches iiberdies bei der alkoholischen Girung offen- 
bar eine ganz tiherwiegende Rolle spielt, sowohl beim Normal- 
tier, wie insbesondere beim Insulintier, auf der Hohe der 
Intoxikation auBerordentlich giftig wirkt. Ich habe ausfiihrlich 
zu begriinden versucht, daB die Wirkung des Methylglyoxais 
nur eine zentralnervése sein kann. Darauf weist einmal der 
sehr starke Effekt schon kleinster Dosen, weiter aber nament- 
lich das klinische Bild, schwerste psychische Erregungszustiinde, 
jagende Atmung, héchste Miosis, Schreien und dann die mo- 
torische Wirkung auf die gesamte Skelettmuskulatur, die bis 
zu den schwersten tetanisch-opisthotonischen Krampfzustiinden 
und der letalen Atemlihmung fiihren kann. 

Bei einigermafen unvoreingenommener Betrachtung er- 
innert dies ganze Verhalten ganz auBerordentlich an die Cha- 
rakteristik der toxischen Insulinwirkung, wie ich sie eingangs 
niher geschildert habe. Diese — ich méchte fast sagen — 
Koinzidenz beider Zustiinde ist doch zu auffallend. 

Uberdies finde ich bei der Beschreibung der insulinhypo- 
glykiimischen Anfille bei Laquer}), der T'ausende von Insulin- 
vergiftungen gesehen hat, die Angabe, daB statt eines koma- 
tésen Zustandes gelegentlich ein motorisches Aquivalent zu 
sehen ist, das mit groBer Schreckhaftigkeit einhergeht, ,,sic 
(die Tiere) rennen weg ohne auf Gegenstinde im Wege zu 
achten, machen fast meterhohe Spriinge“, usw. Ich selbst er- 
lebte, daB ein Kaninchen im hypoglykimischen Anfall plétzlich 
heftigst schrie. Nur kurz sei darauf hingewiesen, da auch 
die Klinik Fille mit psychischer Wirkung kennt mit vyélliger 


') KE. Laquer, a. a. O. Insulin S. 23. 
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Amnesie fiir die Vorgiinge wihrend der hypoglykimischen Zeit.*) 
Die Regel ist dies aber nicht. Im iibrigen fehlen begreiflicher- 
weise genauere Beobachtungen am gesunden Menschen _ iiber 
hypoglykamische Zustinde. 

Des weiteren wirkt auf der Hiéhe der hypoglykimischen 
Vergiftung Milchsiure intravenés fast ganz wie Methylglyoxal 
und auch die Brenztraubensiiure zeigt ihnliche Wirkung. Sub- 
cutan dagegen wirken weder Methylglyoxal, noch die beiden 
Siuren erregend. Man mu annehmen, daf die Substanzen 
bei der langsameren Resorption dann nicht unverindert mit 
dem Zentralnervensystem in Beriihrung kommen, wie es bei 
intravenéser Injektion leicht der Fall sein kann. 

Bedenkt man ferner, daB eine eben frisch hergestellte 
Mischung von relativ groBen Dosen (0,2) von Methylglyoxal 
und Dioxyaceton bei sofortiger intravenéser Injektion auf der 
dhe der Vergiftung gar keine toxischen Erscheinungen macht, 
sondern die voéllige Erholung der Tiere, wie nach einer allei- 
nigen Dioxyacetoninjektion bewirkt, so liegt der Gedanke nahe, 
daB das Fehlen oder eine relative Verminderung des Glycerin- 
aldehyd- bzw. Dioxyacetongehaltes im Blute auf der Héhe der 
Vergiftung die Ursache ist, daB noch vorhandene relativ sehr 
kleine Mengen von Methylglyoxal nun ihre deletiren Einwir- 
kungen entfalten kénnen. Ist ein derartiger Gedankengang 
beweisbar? Wohl schwerlich, da man nicht hofien kann, im 
Kérper so geringe Mengen von Methylglyoxal, wie sie fiir das 
Vergiftungsbild ausreichen, nachzuweisen. Immerhin diirfen wir 
uns erinnern, da8 einmal auf der Hohe der toxischen Insulin- 
wirkung die Siuerung des Blutes einer Alkalose weicht, und 
da8 sehr leicht dabei Methylglyoxal aus Glycerinaldehyd ent- 
steht. Kerner schwindet aber bei der Vergiftung der ‘Trauben- 
zucker immer mehr und damit auch die Méglichkeit der aus- 
reichenden Nachbildung von Glycerinaldehyd, bei dessen ge- 
niigender Anwesenheit Methylglyoxal unwirksam ist, wie die 
Versuche zeigten. 

Ks frigt sich aber, ob die giinstige Wirksamkeit des Dioxy- 





1) Otto Fischer: Die Praxis der Insulinbehandlung. Berlin 1926, 
H. Kornfeld, 8. 15. 
Hoppe -Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CUXY. 
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acetons gegen den hypoglykiimischen Komplex sich mit Sicher- 
heit auf das Dioxyaceton selbst zuriickfithren liBt. Die Frage 
ist um so wichtiger, als ich nahezu bei AbschluB meiner Unter. 
suchungen eine kurze Notiz in einer Verdffentlichung yon 
Laufberger’) dariiber fand, dab er den nimlichen giinstigen 
Effekt der Dioxyacetonwirkung auf die toxischen Symptome 
bei Insulingaben schon festgestellt hatte und dafiir eine an- 
scheinend einfache Erklirung gibt. Wenngleich meine Ver- 
suche ohne jede Kenntnis der friiheren Versuche Laufbergers 
angestellt sind, und wie aus dem ganzen Zusammenhang meiner 
Untersuchungen hervorgeht, aus villig anderen Uberlegungen 
herstammen, so gebiihrt doch Laufberger die Prioritit dieser 
Feststellung. Laufberger erwahnt diese Untersuchungen in 
einem kleinen Absatz seiner Verdéffentlichung in Kleindruck. 
Die Reihe der untersuchten Substanzen, Pepton, Alanin, (), 
Palmitinsiure, Stearinsiiure, Glycerin, Alkohol, Glykol, Glycerin- 
siure, Acetaldehyd, Brenztraubensiure, sowie Dioxyaceton zeigt 


co 
= “9 


daB es sich hier wohl mehr um Tastversuche gehandelt hat. 
Genauere Angaben iiber die Wirkung fehlen. Laufberger 
erkliirt die giinstige Wirkung des Dioxyacetons damit, daB e: 
sich zu Traubenzucker und Glykogen im Kérper polymerisiere, 
das dann als Traubenzucker abgebaut werde und somit nur 
eine Traubenzuckerwirkung vorliege. Mit diesem Erklirungs- 
versuch verlift Laufberger das, wie gesagt, nur gestreiit: 
Thema. 

Hat man mit der Méglichkeit, daB sich Dioxyaceton im 
insulinhypoglykimischen Zustand zu Glykogen oder Trauben- 
zucker polymerisiert, nun ernstlich zu rechnen? Dagegen sprechen 
einmal die zeitlichen Verhiltnisse, in denen sowohl der Trauben- 
zucker, wie auch das Dioxyaceton antihypoglykaimische Wir- 
kung entfalten. Sie sind gleich, mindestens aber nicht gréfer 
bei Dioxyaceton, wie bei Traubenzucker. Eine Polymerisation 
zu Glykogen beansprucht aber eine nicht unerhebliche Zeit, 
wie nach Versuchen iiber Glykogenanreicherung sowohl im 


1) V.Laufberger, Zur Theorie der Insulinwirkung, Klin. Welift. 
Bd. 4, S. 151 (1925). 
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Organismus, wie in tiberlebenden Organen schon lange fest- 
steht. Eine Glykogenbildung ist aber fiir das nicht diabetische 
Tier unter der Wirkung von Insulin noch nicht mit Sicher- 
heit festgestellt. DaB aber auch, wenn Glykogenvorriite vor- 
handen sind, der hypoglykimische Effekt zustande kommt, 
wurde in der Kinleitung ausfithrlicher begriindet. Weiter steht 
aber vom ‘Traubenzucker unter Insulinwirkung fest, daB er 
dabei eben einfach dauernd und beschleunigt abgebaut wird. 
DaB ein solcher Abbau und gleichzeitig Aufbau nebeneinander 
vorkommen sollen, widerspricht sich so augenfillig, daB die 
Méglichkeit eines Aufbaues zu Traubenzucker im schwer hypo- 
glyka’mischen Stadium, ja auch im Vorstadium dazu, nach 
meinem Datirhalten nicht in Betracht gezogen zu werden 
braucht. Sieht man doch auch bei Gaben von Traubenzucker, 
die fiir die Riickbildung der toxischen Hypoglykiimie unzu- 
reichend sind, daB sehr bald die schwer hypoglykimischen Zu- 
stiinde wiederkehren, weil der zugefiihrte Traubenzucker eben 
einfach abgebaut wird und damit zu rasch verschwindet, 
ein voller Beweis dafiir, daB von Aufbau keine Rede sein 
kann. 

Uberdies weist aber die genauere Analyse des klinischen 
Bildes der Insulinwirkung darauf hin, daB man es von Anfang 
an mit einem vom normalen Typus abweichenden Zerfall des 
Traubenzuckers zu tun hat, da sich die toxische Beeinflussung 
des Zentralnervensystems sehr bald und fortdauernd immer 
stiirker bemerkbar macht, bis zum Auftreten der Kriimpfe. 
Ich habe diese Anschauung ja gleichfalls in der Einleitung 
genau begriindet. 

Ich glaube, daB man aus allen diesen Griinden die An- 
nahme Laufbergers ohne weiteres verlassen kann. 

Dagegen scheinen mir die Befunde der toxischen Wirkung 
des Methylglyoxals und ihre Verhinderung durch gleichzeitige 
Gaben yon Dioxyaceton den tatsichlich im Kérper sich ab- 
spielenden Vorgiingen nahezukommen. Dazu ist nicht einmal 
notig, anzunehmen, daf sich der Traubenzuckerabbau unter 
der Insulinwirkung qualitatiy anders abspielt, es geniigt hier- 
fiir die durchaus gestiitzte Annahme einer quantitativ ver- 
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mehrten Traubenzuckerspaltung. Ich zitiere Staub), der 
unter 2. seiner Zusammenfassung ausfiihrt: ,,2. Schafft Insulin 
auf eine noch unbekannte Weise in den Geweben Bedingungen, 
welche den nichtoxydativen Zuckerum- und abbau beschleu- 
nigen.“ 

Da8B zu dem nichtoxydativen Zuckerabbau aber nament- 
lich in alkalischem Medium besonders das Methylglyoxal ge- 
hort, beweisen gerade auch meine Versuche der chemischen 
Spaltung des Traubenzuckers, bei denen eine Abspaltung des 
Methylglyoxals so regelmaBig auftritt, daB ich darauf meine 
quantitative Bestimmung aufbauen konnte. 

Bedenken wir noch, dab in der Cerebrospinalfliissigkeit 
ebenfalls Traubenzucker vorhanden ist, daB er aber gleichfails 
unter Insulinwirkung abnimmt, wie Untersuchungen von Kasa- 
hara und Uetani’) zeigten, so ist der Gedanke naheliegend, 
daB nicht nur vom Blute aus dem Zentralnervensystem Methy!- 
glyoxal zugefiihrt werden kann, sondern daB auch die Kigen- 
zirkulation des C.-N.-S.s eine besonders innige Beriihrung mit 
den in vermehrter Weise auftretenden Abbauprodukten des 
Traubenzuckers vermittelt. 

Im Gegensatz mit den physiologisch sehr ausgeprigt, aber 
héchst different wirkenden ersten Spaltprodukten des Trauben- 
zuckers, wirken die médglichen weiteren auf den hypoglykimi- 
schen Komplex nicht mehr ein. Glycerin sowie Aceton, die durch 
Oxydation leicht in Dioxyaceton iibergefiihrt werden kénneu, 
wirken nicht. Die Annahme einer Oxydation in erheblicherem 


CH,OH CH,OH CH, CH,OH 
| | | | 
CHOH + 0 = C=0 + H,0; C=0+20 = C=0 

| | | | 
CH,OH CH,OH CH, CH,OH 
Glycerin Dioxyaceton Aceton  Dioxyaceton 


AusmaBe scheint in der Insulinhypoglykamie daher nicht wahr- 
scheinlich. Sie wird es um so weniger, wenn man sich ver- 


~ 


') H. Staub, Das Insulin. II. Aufl. J. Springer, 1925, 8. 100. 
7) M. Kasahara u. E. Uetani, Jl. of Biol. Chem. Bd. 59, 8. 433 
(1925). 
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segenwirtigt, wie ungeheuer stark reduzierend gerade der 
Glycerinaldehyd und das Dioxyaceton wirken. 

Dagegen sind dem Methylglyoxal in der Wirkung min- 
destens nahestehend die Milchséure und die Brenztraubensiure. 
Letztere wird aber leicht in Brenztraubensiurealdehyd = Me- 
thylglyoxal reduziert. 


CH, CH, 

C=O + 2H = C=O + H,0 

i" _0 

COOH CH 
Brenztraubensiiure Methylglyoxal 


Die Milchsiure endlich bildet durch Wasseraustritt eben- 
falls leicht Methylglyoxal, alles Momente, die in dem erérterten 
Zusammenhang mindestens der Erwihnung bediirfen und eine 
stirkere Bildung von Methylglyoxal unter Insulinwirkung wahr- 
scheinlich machen. 


CH, CH, 

| 

CHOH — H,O0 = C=O 

: 1.20 

COOH CS 
Milchsiiure Methylglyoxal 


Und damit komme ich auf den Ausgangspunkt meiner 
Ausfiihrungen zuriick auf die hormonale Beeinflussung des Stoff- 
wechsels auch durch die Spaltprodukte des Traubenzuckers. 
ich darf annehmen, daB der Beweis hierfiir aus den Versuchen 
uervorgeht. Das ausschlaggebende Moment scheint mir vor 
allem in der Beeinflussung der Muskeladynamie zu liegen, da 
einmal die Wichtigkeit der Kohlenhydrate fiir die Muskeltitig- 
keit weitgehend geklirt ist, weiter aber die Adynamie und 
ihre Beseitigung einfacher Beobachtung unmittelbar zuginglich 
sind. Daf dariiber hinaus auch noch das Gesamtgewebe be- 
teiligt ist, ergibt sich aus der charakteristischen Stérung des 
Zentralnervensystems und aus der Beseitigung oder Verschirfung 
dieser Stérungen. 

Ks wird die Aufgabe weiterer chemischer Priifungen sein 
das Ineinanderspiel der Spaltprodukte des Zuckerabbaues im 
KGérper nun auch auBerhalb desselben naher zu untersuchen. 
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Zusammenfassung. 

Folgende Punkte sind die Hauptergebnisse dieser Priifung: 

1. Es wird gezeigt, daB die Insulinwirkung nach Analys 
des klinischen Bildes zwei verschiedene Beeinflussungen hervoy- 
bringt. Eine allgemeine, die sich schon sehr bald in eine: 
charakteristiseh sich steigernden Reizung des Zentralnerven- 
systems kund tut, und die mit den hypoglykiimischen Kramp:- 
erscheinungen ihren Hohepunkt erreicht. Weiter eine lokale. 
die in einer besonderen Beeinflussung der Skelettmuskulatur 
sich offensichtlich macht und zu der schweren Adynamie, de: 
charakteristischen hypotonischen Muskelschwiiche fithrt. Es 
erscheint au8erst wahrscheinlich, den unter der Insulinwirkuneg 
festgestellten Schwund des Muskelglykogens und Traubenzuckers 
dafiir verantwortlich zu machen. 

2. Siimtliche toxischen Insulinwirkungen lassen sich durch 
intravenése oder subcutane Zufuhr von Dioxyaceton ebens: 
rasch beseitigen, wie durch Traubenzuckerzufubr, d. h. durc! 
ein — bei der weitgehenden Ubereinstimmung von Dioxyacetou 
und Glycerinaldehyd — erstes Spaltprodukt des Traubenzuckers. 

3. Durch Methylglyoxalinjektionen wird im schwer hypo- 
glykamischen Stadium eine Intoxikation hervorgerufen, die unter 
Umstiinden tédlich wirkt und eine iiberaus groBe Ahnlichkeit mit 
der toxischen Insulinwirkung hat. Eine Mischung von Methyl- 
glyoxal und Dioxyaceton beseitigt dagegen den toxischen In- 
sulinkomplex. 

4. Es wird nach chemischen Uberlegungen wahrscheinlich 
gemacht, da8 unter der Insulinwirkung gréBere Mengen vor 
Methylglyoxal sich bilden kénnen. 

5. Die tieferen Abbauprodukte des Traubenzuckers gleiche: 
die toxischen Insulinwirkungen nicht voéllig aus. 

6. Den ersten Spaltprodukten des Traubenzuckers kommen 
die wesentlichen physiologischen Wirkungen zu, was bei der 
enormen chemischen Reaktionsfihigkeit des Glycerinaldehyds 
oder Dioxyacetons auch verstiindlich erscheint. 

7. Die toxische Insulinwirkung wird mit gré8ter Walhvr- 
scheinlichkeit auf das Entstehen vermehrter Mengen yon Me- 
tholglyoxal unter der Insulinwirkung zuriickgefilrt. 























Uber den Aufbau des Histons der Thymusdriise. 
III. Mitteilung, 


Das Sauren- und Basenbindungsvermogen nach Pepsinverdauung. 
Von 


K. Felix und A. Harteneck. 


(Aus dem Laboratorium der II. Medizinischen Klinik Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27, Januar 1{)27.) 


Aus der neueren Vorstellung*)!°) vom Bau der Proteine, 
als hochmolekularer Gebilde, die aus mehreren Grundkérpern 
aufgebaut sind, ergibt sich fiir die Kiweifforschung die wich- 
tige Aufgabe, durch geeignete Mittel, die Proteine in diese 
Grundkérper zu zerlegen und die Art ihrer Verkniipfung auf- 
zukliren. Gegeniiber den friiher hauptsiichlich verwendeten 
Siiuren und Alkalien, deren Kingriff sich zwar durch die Wahl 
geeigneter Konzentrationen, Temperaturen und Dauer der Kin- 
wirkung sehr gut abstufen liBt, sind die Fermente vorzuziehen, 
nicht nur weil sich die Zelle ihrer zu diesem Zweck bedient, 
sondern weil bei ihnen sekundire Verinderungen, wie z. B. 
Anhbydridbildungen, wenn auch nicht ganz auszuschlieBen, so 
doch wesentlich einzuschriinken sind. Von den verschiedenen 
proteolytischen Fermenten bietet unseres Krachtens das Pepsin 
am ehesten Aussicht, einen EKiweifstoff in die Grundkérper 
aufzuspalten. Fiir solche Untersuchungen eignen sich die 
Histone besonders, weil sie die einfachsten Proteine sind, die 
noch von Pepsin—Salzsiiure angegriffen werden. AuBerdem ist 
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es dem einen yon uns gelungen, bei dem Histon der Thymus- 
driise des Kalbes, das Verdauungsgemisch weitgehend auf- 
zuteilen und damit eine gewisse Grundlage zu geben, auf die 
die Ergebnisse weiterer Spaltversuche bezogen werden kénnen.” 
Es wurden fiinf in ihrer Zusammensetzung verschiedene Frak- 
tionen isoliert, von denen drei hochmolekulare argininreici: 
Peptone sind, eine vierte Fraktion Peptide von einfachen Mono- 
aminosiuren und eine fiinfte freies Lysin enthalten. Die Menge 
des Stickstoffs in diesem Teil des Lysins betrigt 2°/, des ge- 
samten Histonstickstoffs oder anders ausgedriickt, auf 100 Atome 
Histonstickstoff wird gerade 1 Molekiil Lysin abgespalten. 

In der ersten Mitteilung®) wurde bereits erwogen, durc! 
was fiir Bindungen diese Grundk6érper mittels ihrer reaktions- 
fahigen Gruppen miteinander verkniipft sein kénnen. Es 
kommen Bindungen zwischen basischen und sauren Gruppen. 
Ksterbindungen und itherartige Bindungen in erster Linie in 
Betracht; P. Brigl und R. Held?) haben darauf aufmerksam 
gemacht, daB auch eine Verkniipfung durch sauerstoffhaltige 
Reste (Kohlensiure oder mehrwertige Alkohole) méglich ist. 
Durch die Untersuchungen von M. Bergmann und seinen Mit- 
arbeitern ist noch eine andere Bindungsart wahrscheinlich: 
geworden, namlich eine Aggregation der Grundkérper.') Be: 
Lésung von Bindungen der ersten Kategorie miissen ent- 
weder saure und basische oder saure und Hydroxyl- oder nur 
Hydroxylgruppen frei werden. Kine Anderung des Bindungs- 
vermogens fiir Sauren und Basen wiirde also bereits eine ge- 
wisse Auswahl unter jenen Médglichkeiten treffen, bzw. einige 
ausschlieBen lassen. 

Jene oben zitierten praparativen Versuche am Histon 
wurden noch durch quantitative ergiinzt. Es ergab sich eine 
einwandfreie Zunahme des methylierbaren Stickstoffs, die gréBex 
war, als dem abgespaltenen Lysin entspricht. Es wurde daraus 
geschlossen, daB neben dem Lysin noch andere stickstoft- 
haltige Gruppen frei werden, die nicht freie Aminogruppen 
sind, und an Guanidingruppen gedacht. In welcher Weise 
solche Guanidingruppen an der Verkniipfung beteiligt sein 
kénnten, lieBen jene Versuche noch keine Schliisse zu. 
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Zur Ergiinzung schien uns eine Wiederholung der Spaltung 
des Histons mit Pepsin—Salzsiiture und die Priifung ihres Er- 
folgs mit anderen Methoden wiinschenswert. Wir verwandten 
dazu ein Histonpraiparat, das vollkommen frei von Schwefel- 
siure und Asche war, und krystalline Beschaffenheit zeigte. 
Kine Analyse nach A. Kossel und W. Staudt!) ergab fol- 
cende Zusammensetzung in Prozenten vom Gesamtstickstof: 


Amid-N ...... 82 
Basen-N . . . . . 42,7 
f ” . . Y oO" 

Arginin-N. . .. . . 2%;1 
Histidin-N  .. _» ee 


Sein Bindungsvermégen fiir Siiuren betriigt 9 Aquivalente, fiir 
Basen 18 Aquivalente pro 100 Atome Stickstoff. Die alkoholisch 
titrierbaren Carboxyle betragen 8,75 auf 100 Atome Stickstoff, 
der freie Aminostickstofi 11°/, vom Gesamtstickstoff. 

Wir haben mit diesem Priparat eine Reihe von Ver- 
dauungsversuchen ausgefiihrt und ihr Ergebnis an der Ande- 
rung des Bindungsvermégens fiir Siuren und Basen und ferner 
an der Zunahme des freien Aminostickstoffs und der alkoholisch 
und formoltitrierbaren Carboxyle gemessen. Die Zahlen in 
der nachfolgenden Tabelle sind die Mittelwerte aus diesen im 
experimentellen Teile ausfiihrlich beschriebenen Versuchen und 
veben die Zunahme der Gruppen pro 100 Atome Stickstoff an. 


Basische Gruppen (Zunahme des Bindungs- 


vermégens fiir Sfuren) . . .... =. 5,2 
Saure Gruppen (Zunahme des Bindungs- 

vermégens fiir Basen) . . . . . . . 6,0 
Freie Aminogruppen. . ..... . . 2,9 
Formoltitrierbare Carboxyle . . . ... . 3,1 
Alkoholisch titrierbare Carboxyle . . . . 2,7. 


Nach diesem Resultate hat die Wirkung des Pepsins das 
Bindungsvermégen fir Saiuren und Basen erhdht und zwar 
praktisch fiir beide um den gleichen Betrag. Von den oben 
diskutierten Mdéglichkeiten der Verkniipfung der Grundkérper 
im Histon gewinnt damit die erste, das ist die Verkniipfung 
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durch saure und basische Gruppen, an gréferer Wahrschein- 
lichkeit. Der Uberschu8 im Zuwachs an sauren Gruppen ist 
zu gering, als daB er zu dem Schlusse berechtigte, da8 auch 
EKsterbindungen gespalten worden sind. Er scheint eher dure): 
die Methodik bedingt zu sein. 

Der Befund, daB durch das Pepsin in den Proteinen reak- 
tionsfihige Gruppen freigelegt werden, ist schon mehrfach ge. 
macht worden. V. Henriques und J. K. Gjaldbik?) fanden 
eine Zunahme des formoltitrierbaren Stickstoffs, EK. Wald- 
schmidt-Leitz und KE. Simons!?‘) eine Zunahme des freien 
Aminostickstoffs und der alkoholisch titrierbaren Carboxyle. 
meist im Verhiitnis von 1 zu1. H. Steudel, J. Ellinghaus 
und A. Gottschalk?®) stellten bei den von ihnen untersuchte: 
Proteinen stets einen starkeren Zuwachs an sauren als an 
Aminogruppen fest. Sie schlieBen daraus, daB das Pepsin 
moéglicherweise Esterbindungen lést; halten aber die andere 
Annahme fiir wahrscheinlicher, ,daB es sich bei der Pepsin- 
wirkung um Lésung von Bindungen handelt, an denen der 
nicht als e-Aminostickstoff vorhandene Stickstoff der zusammen- 
gesetzten Aminosiuren beteiligt ist“. Eine Annahme, die vou 
dem einen von uns beim Histon im Besondern fiir das Arginin 
und das Lysin gemacht worden ist.°) Wenn auch hinsichtlich 
der quantitativen Wirkung des Pepsins die genannten Forscher 
zu verschiedenen Ergebnissen gekommen sind, so besteht doch 
darin eine Ubereinstimmung, daB durch das Pepsin saure und 
basische Gruppen freigelegt werden. Es ist nun ein selbst- 
verstiindlicher SchluB anzunehmen, daB die Bruchstiicke, in die 
das Pepsin ein Protein zerlegt, durch eine Bindung zwischen cen 
frei gewordenen Gruppen zusammengehalten waren. Eine andere 
Annahme wiirde nach diesen Ergebnissen und den geliiufigen 
strukturchemischen Anschauungen als gezwungen erscheinen. 

Hinsichtlich der Natur dieser freiwerdenden sauren und 
basischen Gruppen lassen unsere Versuche gewisse Schliisse 
zu. Fir die sauren Gruppen kommen nur Carboxylgruppen 
in Betracht, die phenolische Hydroxylgruppe des Tyrosins wohl 
kaum. Bei den basischen Gruppen ist zu entscheiden zwischen 
den eigentlichen freien Aminogruppen, den Guanidingruppen 
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\- des Arginins und den Imidazolringen des Histidins. Nach den 
st Untersuchungen von O. GerngroB‘) scheint es nicht wahr- 


Q scheinlich zu sein, ,daB der Imidazolstickstoff an der Peptid- 
h verkettung bei den uns im allgemeinen zugiinglichen Eiweib- 

kérpern beteiligt ist“. Der Mehrbetrag an zwei _ basischen 
. Gruppen gegentiber den freien Aminogruppen, kann wohl auf 

Guanidingruppen bezogen werden. Dafiir spricht auch die 
n Differenz zwischen der Zunahme der mit der alkoholischen 
. Titration nachweisbaren sauren, Gruppen und der sich aus dem 
, erhdhten Bindungsvermégen fiir Basen ergebenden Zunahme. 
Die Dissoziation der Guanidingruppe des Arginins wird durch 
| den Alkohol nicht wesentlich zuriickgedringt.") Huinsichtlich 
der formoltitrierbaren Carboxyle wird auf den experimentellen 
Teil verwiesen. Auch aus der Methylierung des Histons und 
seiner Spaltprodukte wurde seinerzeit geschlossen, daB etwa 
2—3 Guanidingruppen im Histon nicht frei sind.*) Nach den 
jetzigen Versuchen miissen diese Guanidingruppen mit Carboxyl- 
gruppen verbunden gewesen sein. Hine Guanidin—Carboxyl- 
bindung ist bis jetzt im EiweiB direkt noch nicht nachgewiesen 
worden. Sie erscheint aber nicht unwahrscheinlich, da wir ein 
Dibenzoyl-arginin kennen, in dem die zweite Benzoylgruppe an 
einem Stickstoff des Guanidinkerns sitzen muB (W. Gule- 
witsch.)’) 

Der Zuwachs an freien Aminogruppen kann auch durch 
Ammoniak verursacht sein. Wir konnten aber bei der Pepsin- 
verdauung des Histons mit Permutit und NeBlers Reagens 
kein Ammoniak nachweisen. Die freien Aminogruppen miissen : 
also einem der Spaltprodukte angehéren. Zahlenmabig stimmen 
sie iiberein mit dem frei gewordenen Lysin. Unter der Veor- 
aussetzung, daB dieser Teil des Lysins mit seinen simtlichen 
3 Haftgruppen gebunden ist, miissen bei seiner Loslésung drei 
Aminogruppen und drei Carboxylgruppen frei werden. 

Als Vorbereitung fiir spiitere praparative Versuche zur 
Krfassung solcher Spaltprodukte, in denen von Pepsin lésbare 
Bindungen noch erhalten sind, haben wir das Histon erst mit 
Trypsin, das nach E. Waldschmidt-Leitz und A. Harte- 
neck?’) frei von Erepsin dargestellt war, vorverdaut und dann 
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auf das Hydrolysengemisch nach Herstellung der nétigen Aci- 
ditt Pepsin einwirken lassen. Aminostickstoff und alkoholisch 
titrierbare Carboxyle inderten sich nicht mehr, dagegen stieg 
der methylierbare Stickstoff noch an. Das Trypsin scheint 
einen Teil der ,,Pepsinbindungen“ intakt zu lassen und vorzugs- 
weise Peptidbindungen zu lésen. Damit ist die Méglichkeit 
gegeben, aus den Verdauungsprodukten der Trypsinwirkung 
eine Fraktion zu isolieren, die von Pepsin noch weiter zerlegt 
wird, und ihre chemische Natur niher zu charakterisieren, 
Versuche, mit denen wir bereits beschiftigt sind. 

Wollte man sich auf Grund der jetzt vorliegenden Befunde 
schon eine Vorstellung vom Bau des Histons machen, so miifite 
man annehmen, da’ die Bruchstiicke, in die das Pepsin es 
zerlegt, einmal durch das Lysin, das mit seinen 3 Haftgruppen 
3 Polypeptidketten vereinigen kann, und durch Guanidin— 
Carboxylbindungen zusammengehalten werden. 


Experimenteller Teil. 


I. Die Eigenschaften des Histonpraparates. 


Das Praparat wurde nach der in der LI. Mitteilung be- 
schriebenen Methode dargestellt. Da eine Hauptschwierigkeit 
in der EiweiBforschung in dem Mangel an sicheren Kriterien 
far die Reinheit und Ejinheitlichkeit der isolierten Proteine 
liegt, haben wir unser Praparat méglichst oft umgefillt, achtmal 
mit Alkohol als Sulfat und viermal mit Ammoniak und Alkohol 
als freies Histon. Wir bekamen so schlieBlich ein Histon, 
das frei von Schwefelsinre und Asche war und unter dem 
Mikroskop gréStenteils krystalline Beschaffenheit zeigte. Der 
Stickstoffgehalt betrug 17,55°/,. In Wasser war es weniger 
leicht léslich als Histonsulfat. 


Zur Analyse nach A. Kossel und W. Staudt") haben wir 2,5 ¢ 
Histon mit 15 cem 25°/,iger Schwefelsiure 14 Stunden hydrolysiert, die 
iiberschiissige Schwefelsiiure und das Ammoniak mit Baryt und Barium- 
carbonat entfernt und aus dem Filtrat das Arginin bei noch nicht kongo- 
saurer aber lakmussaurer Reaktion mit Flaviansiure gefillt. Das 
Filtrat vom Argininflavianat wurde mit Schwefelsiure bis zu 5 Volum- 
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prozent versetzt und in der Wirme mit Butylalkohol ausgeschiittelt. 
Aus der von der iiberschiissigen Flaviansiiure befreiten, wiBrigen Schicht 
wurde das Histidin mit Silbernitrat und Bariumearbonat gefillt und 
seine Menge durch den Stickstoff ermittelt. Das Lysin konnte auf 
diese Weise nicht gewonnen werden, weil es teilweise in den Butyl- 
alkohol hineingeht. Wir fanden: 


Gesamt-N. . ........ . . . 860 mg 100 %, 
Amid- + im BaSQ, gebliebener N. . |. . 79 21,9 
Arginin-N als Flavanat gewogen . . 97,6 27,1 
Histidin-N mit AgNO, + BaCO, gefillt . . 20,7 5,8 


Da der Gehalt an Histidin von dem Werte abweicht, den 
seinerzeit A. Kossel und F. Kutscher fanden!), haben wir 
in einer anderen Portion Histon das Histidin noch einmal be- 
stimmt nach vorausgegangener Fillung der Basen mit Phosphor- 
wolframsaure. 


Gesamt-N . - Se a a , . 116,0 mg 100,0 °, 
Amid-N . oe ee ee . 3,7 3,2 
Im BaSO,-Niederschlag gebliebener N - . 10,69 9,2 
Mit PWS filibarer N ........ .. 49,5 42,7 
Histidin-N mit AgNO, + BaCQ, gefallt . 6,58 5,67 


Auf die Lysinfraktion kommen 9,8°/,, berechnet aus der Differenz 
zwischen Arginin- + Histidinstickstoff und dem mit Phosphorwolfram- 
siure fillbarem Stickstoff. Hinsichtlich des Histidingehaltes unterschied 
sich bisher das Histon der Kalbsthymus von den iibrigen Histonen und 
reiht sich ihnen nach dem neuen Wert besser an (vgl. hierzu die Tabelle 
von A. Kossel und W. Staudt).!®) Wir glauben, da8 die Unterschiede 
in den Analysen unseres Priiparates gegeniiber dem von A. Kossel und 
F. Kutscher nicht durch eine wesentliche Verschiedenheit der beiden 
Priiparate sondern durch die Verbesserungen, die die Methode inzwischen 
erfahren hat, bedingt sind. 

Das Siéuren- und Basenbindungsvermégen unseres Pri- 
parates haben wir wie in der II. Mitteilung bestimmt. 10 ccm 
einer 2°/, igen Histonlésung wurden mit dem gleichen Volumen 
Siure bzw. Lauge wechselnder Konzentrationen gemischt und 
in der Mischung die Wasserstoffionenkonzentration gemessen. 
Die Differenz in dem Gehalt an Siure bzw. Lauge der 
Mischung gegeniiber einer Siiure bzw. Lauge gleicher Wasser- 
stoffionenkonzentration, aber ohne Protein, gab die vom Histon 
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Tabelle 1. 


Titration mit Siure. 










10 eem der 2°/, igen Histonlésung verbrauchten bei der Kjeldahlbestim- 





mung 23,4 cem 0,1 n-Siiure. 








Rs 2, 3, 4, 
Milliaquival. Pp der Mi- | Milliiquival. reiner | Von 100 Atomen 
Saure pro , - , . , 
Staee schung Histon | Siiure pro Liter | Histon-N gebund. 
Mischung + Siiure yon gleichem Pr Aguival. Sdure 





































10 3,74 0,24 8,34 
1d 2,48 3,74 9,53 
2() 2.12 9,12 9,3 
25 1,98 13,20 10,08 
30) 1,87 17,00 11,1 
35 1,70 26,40 7,38 

p 1,63 30,40 8,24 

" 

| Tabelle 2. 


Titration mit Lauge. 





10 cem der 2°/, igen Histonlésung verbrauchten bei der Kjeldahlbestim- 


~ mung 20,0 cem 0,1 n-Siiure. 





a $. 3. 4. 
—— Pu der Mi- | Milliiquival. reiner}| Von 100 Atomen 
Tien schung Histon | Lauge pro Liter | Histon-N gebund. 
Mischung + Lauge von gleichem py; Aquival. Lauge 

0 8,69 — — 

5 9,84 0,4 4,6 

10 10,76 1,0 9,0 

15 11,26 2,2 12,8 

20 11,81 9,2 11,8 

25 11,94 12,0 13,0 

30 12,15 17,30 12,7 

35 12,28 22.1 12,9 

12,40 























Uber den Aufbau des Histons der Thymusdriise. 111 


sebundene Menge, die wir in Aquivalenten pro 100 Atome 
Histonstickstoff ausdriicken. Die 'Tabellen 1 und 2 Seite 110 
ceben die Resultate. Sie sind von der gleichen GréBenordnung 
wie die in der II. Mitteilung gefundenen. Das Siurebindungs- 
vermégen betrigt 9,3, das Basenbindungsvermégen 12,7; d. h, 
auf 100 Atome N sind im Histon 9,3 basische und 12,7 saure 
Gruppen elektrometrisch nachzuweisen. 


Der freie Aminostickstoff des Priparates betragt nach der 
Formoltitration 11°/, vom Gesamtstickstoff. Die alkoholische 
Titration der sauren Gruppen gab 8,75 Aquivalente auf 100 Atome. 
Wir titrierten gegen Thymolphthalein bis zur beginnenden Bliiu- 
ung, die einem p,, von etwa 9,3 entspricht. Aus der Tabelle 
ist zu erschen, daBb in waBriger Lisung bis zu diesem p,, 
etwa 4 Aquivalente Lauge gebunden werden. Das Mehr von 
4.75 Aquivalenten, welches die alkoholische Titration anzeigt, 
ist auf die veriinderten Dissoziationsverhaltnisse im Alkohol 
zuriickzufiihren. Nach der Tabelle sind die sauren Gruppen 
des Histons erst von p, = 11,3 ab mit Lauge gesiittigt. Hine 
Titration in wiéBriger Liésung gegen einen Indicator, in dessen 
Umschlagsbereich dieses p,, failt, miBte demnach ebenso viele 
siure Gruppen anzeigen, wie die elektrometrische Titration. 
Wie folgender Versuch mit Alizaringelb ergibt, trifft diese 
Erwartung zu. 


1 g Histon wurde in 30 cem 0,1 n-Salzsiiure gelést. Seem dieser 
Losung verbrauchten bis zur Rotbraunfiirbung des Indicators 7,50 ecm 
0,1.n-Natronlauge. Davon sind 5 cem fiir die zur Lésung verwendete 
Salzsiiure und 0,1 cem Natronlauge, die 5 ccm Wasser zur gleichen 
jraunfiirbung brauchen, abzuziehen, und 2,40 ccm bleiben fiir die Neu- 
tralisation der sauren Gruppen des Histons. Bei der Bestimmung des 
Stickstoffs verbrauchten 5 cem der gleichen Histonlésung 18,5 eem 0,1 n- 
Salzsiiure. Daraus berechnen sich auf 100 Atome Stickstoff 12,96 saure 
Gruppen. Ahnlich liBt sich die Bindungsfihigkeit fiir Siure durch 
Titration gegen Thymolblau feststellen. 


Wenn wir auch iiberzeugt waren, daB unser Praparat einen 
hohen Grad von Reinheit und Einheitlichkeit besitzt, so sind 
wir doch gern einer Anregung von Herrn Dr. KE. Waldschmidt- 
Leitz gefolgt, fir den Nachweis der Einheitlichkeit die Er- 
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fahrungen von H. Kraut}4) tiber das Verhalten von einheit- 
lichen Stoffen und Gemischen bei der Adsorption zu benutzen. 
Nach H. Kraut geben einheitliche Stoffe eine Adsorptionsiso- 
therme von bestimmter, charakteristischer Form, Wir haben 
eine ganze Anzahl von Adsorptionsversuchen an Tonerde und 
Kaolin mit unserem Priaparat angestellt, konnten jedoch nie- 
mals die fiir einen einheitlichen Stoff typische Form der Ad- 
sorptionsisotherme erlangen. Die Kurven zeigten das Bild 
einer Mischung von leichter und schwerer adsorbierbaren Stofien. 
Wir gewannen aber den Eindruck, daB die Adsorptionskurvye 
in diesem Falle nicht der Ausdruck einer Mischung verschieden- 
artiger Stoffe ist, sondern vielmehr fiir das Vorhandensein 
verschiedener Dispersitaitsgrade ein und desselben Proteins. 
Das geht auch daraus hervor, daB das Verhiltnis des Gesamt- 
stickstoffs zum freien Aminostickstoff in der leichter und schwerer 
adsorbierbaren Fraktion dasselbe ist, wie folgender Versuch 
zeigt. Die verschiedenen Dispersititsgrade gaben sich schon 
iuBerlich dadurch zu erkennen, daB die Lisung, die an sich 
triib war, beim laingeren Stehen einen Niederschlag absetzte 
und aus dem Filtrat bei weiterem Stehen cin neuer Nieder- 
schlag erschien. 

2 g¢ Histon wurden in 400 cem Wasser und 30 cem 0,1 n-Salzsiiure 
gelést. 10 cem dieser Loésung verbrauchten beim Kjeldahl 5,39 ccm 
0,1 n-HCl, 25 ecm bei der Formoltitration 1,43 cem 0,1 n-NaOH, das ent- 
spricht 10,7°/) NH,-N. Nach Behandlung mit 10 ecm Kaolinsuspen- 
sion (1 eem = 0,14865 g Kaolin) verbrauchten 10 cem der Restlésung beim 
Kjeldahl 2,0 cem 0,1 n-HCl und 25cem bei der Formoltitration 0,55 ecm 
0,1n-NaOQH. Der freie Aminostickstoff des schwer adsorbierbaren An- 
teils betriigt somit 11°/). 

Wir schlieBen aus dem Verhalten des Praparates bei der 
fraktionierten Adsorption, daB es ein einheitlicher Kérper ist. 


II. Verdauungsversuche mit Pepsin. 


Zur Ermittlung der Zunahme des Siuren- und Basen- 
bindungsvermégens durch die Verdauung mit Pepsin-Salzsiure 
haben wir eine bestimmte Menge Histon in Wasser aufge- 
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nommen, mit 1n-Salzsiure genau neutralisiert, dann weiter 
so viel Wasser und Salzsiiure zugegeben, dab die Loésung 
Q,in salzsauer war und 4°/, Histon enthielt. Dieses Volumen 
haben wir genau in zwei Hilften geteilt, die eine davon mit 
Pepsin versetzt und beide in einem Thermostaten bei 37° 11), 
bis 4 Tage stehen gelassen. Bei dieser Anordnung blieb die 
Reaktion kongosauer. Danach wurde die berechnete Menge 
n-Kalilauge zugesetzt, um die gesamte zur Neutralisation und 
Erzeugung der Aciditit gebrauchte Salzsiure zu neutralisieren. 
Das Bindungsvermégen fiir Saéuren und Basen hiangt dann 
nur noch yon den Verdauungsprodukten ab. Wir haben 
dann mit Wasser so weit verdiinnt, dai die Lésung 2°), Histon 
enthielt. 


Proben von 10—15 cem dieser verdiinnten Lésung wurden mit 
dem gleichen Volumen Siure bzw. Lauge steigender Konzentration 
(ausgedriickt in Milliiquivalenten pro Liter) gemischt und die Wasser- 
stoffionenkonzentration in diesen Mischungen mit der Gaskette ge- 
messen. Wie in der zweiten Mitteilung auseinander gesetzt ist, 
gibt ein Vergleich der Konzentration der Siure bzw. Lauge dieser 
Mischung mit denen reiner Siure bzw. Lauge gleicher Wasserstoft- 
ionenkonzentrationen die yon dem Histon jeweils gebundene Menge. 
Vergleicht man weiter die Resultate an dem verdauten Histon mit 
denen der Probe, die mit Salzsiiure allein gestanden hat, so erhilt 
man den Zuwachs an Bindungsvermdgen durch die Verdauung, Die 
Salzsiure selbst bewirkt erst nach lingerer Einwirkung, etwa von 
4Tagen an, nachweisbare Anderungen. Ein unmittelbarer Vergleich 
mit dem unverinderten Histon ist nicht médglich, da das Milieu, 
in dem hier das py gemessen wird, ein anderes (Salzgehalt usw.) 
ist, als in dem Versuche, wo wir das Bindungsvermégen des reinen 
Histons bestimmt haben. Da antiseptische Zusiitze, wie Toluol oder 
Chloroform, wegen der Vergiftung der Wasserstoffelektrole unter- 
bleiben mu8en, haben wir unter méglichst aseptischen Bedingungen 
gearbcitet. 


Der Erfolg der Verdauung war schon iu8erlich an den 
Proben zu erkennen; die verdaute war klar, wihrend die mit 
Salzsiure allein behandelte ihr kolloidales Aussehen behalten 
hatte. Die verdaute Flissigkeit schaumte beim Schiitteln kaum 
mehr. Die Resultate unserer Versuche sind in den folgenden 
Tabellen zusammengestellt. 
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Tabelle 3. 


70 cem der 4°/,igen Lésung mit 0,15 g Pepsin in Lamellen versetzt. 
10cem der 2°/,igen Lésung verbrauchten beim Kjeldahl 23,4 cem 0,1 n- 
H,SO,. Verdauungszeit: 28 Stunden. 





9 3 4 | 5 


Milli- Milliiquival. Séure Aquival. Siure 


gebunden von 100 N 


iquiv. Py des pro Liter von 
Siiure gleichem py, mit 


pro Liter Pepsin- HCl- Pepsin- | HCl- Pepsin- | HCl- 
Mischung 





Histons | Histons | Histon Histon Histon Histon 


fon) 


9,97 _ 
9,31 
5,56 , = 

3,65 0,28 
2,56 2,90 
2,18 8,64 
1,99 13,40 
1,92 15,40 
1,79 21,00 
1,71 25,00 
1,54 32,00 


ao 


o> 


~~ 


bw © - oO ~1 © 
nD OF — © @=1 CO PO 
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phe 
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Mittelwert: 
Differenz: 


Tabelle 4. 


65cem der 4°/,igen Lésung mit 0,150g Pepsin in Lamellen versetzt. 
10cem der 2°/igen Lésung verbrauchten beim Kjeldahl 22,87 cem 0,1 n 
H,SO,. Verdauungszeit: 27 Stunden. 


8,26 | 9,74 
6,70 | 6,86 
4,36 | 3,58 
3,22 2,72 
2,87 2,46 
2,44 2,07 
2,03 1,84 
i) | 61R 
1,76 | 1,66 

















Mittelwert: 
Differenz: 











Tabelle 5. 
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220ecm der 4°/,igen Lésung mit 0,55 g Pepsin in Lamellen versetzt. 


10 cem der 2°/,igen Lésung verbrauchten beim Kjeldahl 23,5 cem 0,1 n- 





1 





H,SO,. Verdauungszeit: 28 Stunden. 



































|; = | &@ fF 4 5 | 6 7 
Milli- Milliiquival. Saure Aquival. Siure 
diquival. Px Gon pro Liter von gebunden von 100 N 
‘ Siiure gleichem py mit 
P . | bio i -_-_—_- -= 
in a Pepsin- | HCl- Pepsin- HCl- Pepsin- HCl- 
msehuns | Histons | Histons | Histon | Histon Histon | Histon 
0 9,07 9,22 : | 
10 4,46 3,77 0,22 , 
15 3,46 2,86 0,4 1,48 12,39 11,5 
20 2,80 2,30 1,64 5,82 15,63 12,06 
25 2,3 2,07 4,88 10,40 17,12 12,43 
30 2,09 1,90 9,80 15,40 17,19 12,43 
35 1,87 1,78 14,70 19,60 17,28 | 13,11 
4() 1,85 1,71 18,80 25,60 18,00 | 12,25 
Mittelwert: 17,4 12,4 
Differenz: 5 
- Tabelle 6. 
Ansatz wie in Tab. 5. Verdauungszeit: 96 Stunden. 
1 | 2 ; bt wefts Fe a. 3 
Milli- Millidquival. Siiure Aquival. Saure 
t ‘iquival. pa allman gebunden von 100 N 
Sture gleichem py, mit 
ha — Pepsin- HCl- | Pepsin- | HCl | Pepsin- | HCI- 
msemans | Histons Histons | Histon Histon | Histon Histon 
0 7,83 9,52 
10 4,25 4,20 
15 3,01 3,12 0,36 0,84 12,46 12,05 
20 3,07 2,50 0,94 3,02 16,23 14,03 
25 2,92 2,15 3,30 8,48 19,33 14,06 
30 2,19 1,97 7,62 13,60 19,04 13,96 
35 2,02 1,81 13,60 18,60 19,57 13,96 
40 1,86 1,67 16,60 24,80 19,92 ‘12,94 
Mittelwert: 19,46 | 13,62 








Differenz: 


6 
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Tabelle 7. 


70 eem der 4°,,igen Liésung mit 0,150g Pepsin in Lamellen versetzt, 


10 cem der 2°),igen Lésung verbrauchten beim Kjeldahl 22,53 cem 0,1 n- 
H,SO,. Verdauungszeit: 27 Stunden. 


























. ae s | 4 | 5 | 6 | 7 
Milli- Milliiquival. Lauge Aquival. Lauge 
aiquival. ra — ae VOR | gebunden von 100 N 
Lauge gleichem py mit 
ee : aaah - 
a ci Pepsin- | HCl- Pepsin- HCl- Pepsin- HC}- 
senuns | Histons _Hlistons | Histon | Histon | Histon | Histon 
0 7,88 | 9,91 wie 0,4 - ~ 
5 9,62 | 10,78 0,3 1,0 4,17 | 3,55 
10 10,46 | 11,44 07 | 8,1 8,25 6,12 
15 10,95 | 11,74 140 — 5,9 12,05 8,07 
20 11,54 | 12,05 3,90 i1,0 14,27 7,98 
22,5 11,79 12,20 6,50 15,6 14,18 6,11 
25 11,96 | 12,25 9,20 17,2 14,00 6,93 
Mittelwert: 14,2 7,3 
Differenz: 7 


Tabelle 8, 
60 cem der 4°,,igen Loésung mit 0,125 g Pepsin in Lamellen verzetzt, 
10eem der 2°/,igen Losung verbrauchten beim Kjeldahl 23 cem 0,1 n- 
H,SO,. Verdauungszeit: 27 Stunden. 














8.24 | 9,53 we 0,25 | 
9,76 10,60 0,35 0,85 4,04 | 3,61 
10 10,48 | 11,81 0,70 2,40 8,08 | 6,61 
15 11.26 | 11,74 2,20 5,90 11,13 | 7,91 
22,5 12,06 12,30 11,80 18,60 957 | 4,24 
25 11,92 12,15 8,30 14,00 13,90 | 9,57 

Mittelwert: 12,1 7,1 
Differenz: 5 


Die beiden nichsten Versuche wurden mit einem Priparat 
von Histonsulfat angestellt. Kine bestimmte Menge wurde in 
Wasser gelést, mit Lauge gegen Methylrot genau neutralisiert 
und mit n-Salzsiure und Wasser so weit versetzt, daB die Li- 
sung 0,1 n sauer und beziiglich des Histons 4°/,ig war. Nach 
der Verdauung wurde wieder die der Salzsiiure dquivalente 
Menge Lauge zugegeben. Die iibrige Versuchsanordnung blieb 
dieselbe. 
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Tabelle 9. 





117 


50 cem der 4° igen Lésung wurden mit 0,08 g Pepsin in Lamellen versetzt. 
10 eem der 2°/,igen Lésung verbrauchten beim Kjeldahl 17,10 cem 0,1-n, 


























H,SO,. Verdauungszeit: 72 Stunden. 

l 2 3 4 | D 6 7 
Milli- . Milli m val, Saiure Aquival. Siure 
aqulyv. aa Dene ea ee gebunden von 100 N 
Siure gleichen p,, mit 

i — Pepsin- HCl- Pepsin- HCl- Pepsin- HCl- 
Mscouns! Histons Histons Histon Histon Histon Histon 

0 5,54 | 6,61 ~ a es mers 

5 3,72 | 3,48 0,4 0,52 5,49 5,35 

10 3,07 | 2,55 0,9 | 3,2 10,86 8,12 

15 2,44 | 2,16 4,2 8,5 12,90 7,76 
20 218 | 1,97 8,0 13,0 14,3 8,35 
30) 1,81 1,69 18,2 23.9 14,09 7,4 
35 1,74 1,67 23.0 28,5 14,33 7,76 
40 1.65 1,56 28,2 | 34,0 14,09 7,16 
Mittelwert: 14,2 | 17,82 
Differenz: 6 


Tabelle 10. 
150 cem der 4°/,igen Loésung mit 0,25 g Pepsin in Lamellen versetzt. 
10 cem der 2°/,igen Lésung verbrauchten beim Kjeldahl 22,25 ecm 0,1-n. 


























H,SO,. Verdauungszeit: 72 Stunden. 
1 2 3 4 | § 6 7 
= . a 2 —_ a" 
Milli- Milliiiquival. Lauge Aquival. Lauge 
dquiv. Pu des _ Liter von | gebunden von 100 N 
Lauge gleichem PH mit 
ie i Pepsin- | HCl- | Pepsin- | HCl | Pepsin. | HCI 
Mise ; , ; 
se"28 1 Histons | Histons | Histon | Histon Histon | Histon 
0 5,54 | 6,56 ni - _ — 
5 1,18 9,08 0,2 0,4 4,32 4,23 
10 9,28 10,06 0.3 1,2 8,92 8,10 
15 19,98 10,66 1,1 1,7 12,79 12,23 
2 10,64 11,31 1,7 3,2 17,20 15,46 
25 11,27 11,71 2.8 7,6 20,41 16,01 
30 11,68 11,96 7,0 12,4 24.18 16,20 
35 11,91 12,11 11,3 16,3 21,80 17,21 
40 12,09 12,28 16,1 22.0) 22.0 16,56 
45 12,32 | 12,44 23,0 28,0 | 20,24 15,65 
Mittelwert: 21,72 16,18 


Difterenz: 6 
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Die Bewertung dieser Versuche fiir die Zunahme yon 
sauren und basischen Gruppen unter dem Hinflusse des Pepsins 
wurde bereits im allgemeinen Teil diskutiert. Hier soll noch 
auf folgende Punkte hingewiesen werden. Im verdauten Histon 
ist die Wasserstoffionenkonzentration regelmaBig gréBer als im 
unverdauten. Beim allmihlichen Zusatz von Siure erreicht 
aber das p,, der unverdauten Probe rascher einen niederen Wert 
als das der verdauten und umgekehrt steigt es bei allmiahlichem 
Zusatz von Lauge rascher an als das der verdauten. Dies 
Verhalten ist nur ein Ausdruck fiir das héhere Bindungs- 
vermégen des verdauten Histons fiir Siuren und Basen. Die 
Saittigung der basischen Gruppen mit Siure ist zwischen 
Py = 2,0 und 2,5, die der sauren mit Lauge zwischen p,, = 11,0 
und 11,5 erreicht. Die stirker saure Reaktion nach der Ver- 
dauung ist demnach durch eine relativ stairkere Dissoziation 
der sauren Gruppen der Verdauungsprodukte als der des un- 
verinderten Histons bedingt. 

Bei der Bestimmung des freien Aminostickstoffs mit der 
Formoltitration fanden wir in vier verschiedenen Versuchen 
folgende Werte fiir die Zunahme pro 100 N gegeniiber dem mit 
Salzsiure behandelten Histon: 3,2, 4,2, 2,3, 2,1, im Mittel 2,9. 
Die Formoltitration kann auch zur Bestimmung der Carboxyle 
beniitzt werden, wenn man die zur Neutralisation notwendige 
Menge 0,1 n-Lauge mitrechnet. Man erhilt dann einen Wert 
fiir die Menge Carboxyl, die sich nach Ausschaltung der freien 
Aminogruppen durch Formaldehyd gegen Phenolphthalein in 
wiBriger Lésung titrieren l4Bt. Der Zuwachs an formoltitrier- 
barem Carboxyl betrug in obigen vier Versuchen: 3,5, 4,0, 2,8, 
2,1, im Mittel 3,1, er ist also von der gleichen GréSenordnung 
wie der des freien Aminostickstofis, aber niedriger als der 
elektrometrisch nachweisbare Zuwachs an sauren Gruppen. Es 
scheint, dab beim Umschlagspunkte des Phenolphthaleins 
(p,, = 8,5) auch nach Ausschaltung der Aminogruppen noch 
nicht alle Carboxyle des Histons mit Lauge gesittigt sind. 

Die alkoholische Titration gab in vier Versuchen folgende 
Werte fiir die Zunahme an Carboxylen pro 100 N: 2,4, 
4,3, 2,2, 1,8, im Mittel 2,7, also ebenfalls einen niedrigeren 
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Wert als die elektrometrischen Messungen. Auch in 90°) igem 
Alkohol ist beim Umschlag des 'Thymolphthaleins (p,,= 9,3) die 
Sattigung der sauren Gruppen noch nicht erreicht. 

Von diesen Versuchen sei einer ausfihrlich mitgeteilt. 3g Histon 
wurden in 2,85 ccm n-HCl + 72,15 cem 0,1-n-HCl gelést. 2 cem dieser 
Lésung verbrauchten bei der Stickstoffbestimmung 9 eem 0,1-n-HCl. 
87 cem der Lésung wurden mit 0,075 g Pepsin versetzt, der Rest diente 
als Kontrolle. Nach 28stiindigem Stehen bei 37° verbrauchten 10 cem der 
mit Pepsin behandelten Probe in 50°/,igem Alkohol 9,5, in 90°/,igem Alkohol 
9,70 ecm 0,2-n-KOH und 10 cem der mit HCl behandelten Probe in 
50°/,igem Alkohol 9,00, in 90°/,igem Alkohol 9,15 cem 0,2-n-KOH. Die 
Differenz betriigt 0,55 eem 0,2-n-KOH, was 2,44 sauren Gruppen auf 
100 N entspricht. Bei der Formoltitration verbrauchten 10 cem der Pepsin- 
probe nach Formolzusatz 4,02 cem 0,1-n-NaOH und 10cem der HCl- 
Probe 2,98cem 0,1-n-NaOH. Die Differenz yon 1,04 cem 0,1-n-NaOQH 
entspricht einem Zuwachs von 2,31°/, freiem Aminostickstoff. 


III. Pepsinwirkung nach Vorverdauung mit Trypsin. 

Kine 2°/,ige Loésung von Histon wurde ohne Pufferzusatz, 
da sie bereits eine fiir die Trypsinwirkung giinstige Reaktion 
(p,, = 8,7) besaB, mit aktiviertem Trypsin 4 Tage bei 37° ver- 
daut. Nach Herstellung der ndétigen Aciditit mit 11 ccm 
l-n-HCl heBen wir 2 Tage Pepsin (0,5 g) einwirken. Formol- und 
alkoholische Titration zeigten keine Anderung mehr. Dagegen 
nahm der methylierbare Stickstoff zu. Die Methylierung wurde 
nach 8. Edlbacher?®) wie in der I. Mitteilung mit Dimethy!- 


sulfat ausgefiihrt. 
Trypsinverdauung, 























In 10 eem Lésung Auf 100 N 
~ eS" | 
~~ 5 = | Qe = rey 8} j 
S51 8])/2S] & ae 
ze|44/m"% |  |NH.-N| 2S | N-CH, 
roe (mel oR en aod 
PsliZnlieSsl s 
ae S V—~ | 
Vorher 10,04 , 1,27 0,87 00,75] 12,2 19,3 21,5 
Nach 4 Tagen - 3,24 | 2,8 75,6 32,3 | 45,8 | 32,5 





Zusatz yon Pepsin-HCl. 
Nach 20Min. | — | 3,24 | 6,6 | 109,4] 32,3 | 132.1 | 46,4 
Nach 2Tagen | — | 3,20 | 6,72 | 122.9] 31,9 | 138,8 50,3 
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Bei den Zahlen nach dem Pepsinzusatz wurde die Ver- 
diinnung infolge der 11 ccm n-HCl beriicksichtigt. Die Zahlen 
fiir die alkoholische Titration haben nur Vergleichswert, da das 
Ammoniumacetat in dem Trypsinpriparate und die Salzsiure 
mit titriert werden. Wir messen diesem Versuche vorerst nur 
qualitative Bedeutung bei. 


IV. Prifung des Pepsinpraparates. 


Wir verwandten in unseren Versuchen Pepsin in Lamellen von 
Merck. Es war frei von Erepsin, denn wir bekamen bei py = 7,8 keine 
Spaltung von Leucyl-glycin. Bei der Selbstverdauung bei 0,1-n-salz- 
saurer Reaktion in einer Konzentration, wie wir sie zu Verdauung be- 
niitzten, lie® sich keine sichere Zunahme des freien Aminostickstoffs und 
des methylierbaren Stickstoffs feststellen. 


Die Arbeit wurde mit Mitteln der Notgemeinschaft der 
deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. Wir méchten auch an 
dieser Stelle hierfiir unsern Dank aussprechen. 
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Glykogenabbau im Muskel. 
Von 


Hans y. Euler, Ragnar Nilsson und Brita Jansson. 


Aus dem biochemischen Laboratorium der Hochschule stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Januar 1927.) 


Wie in einer vorhergehenden Mitteilung’) gezeigt ist, wird 
die Methylenblauentfarbung mit Trockenhefe bei Donatoren- 
mangel durch Zusatz von Natriumzymophosphat, und zwar 
von Hexosediphosphat und vermutlich von Monophosphat ak- 
tiviert, und es ist bemerkenswert, wie stark diese Donator- 
wirkung in Hefe und Muskel sich geltend macht. Natriumsuccinat 
aktiviert in den untersuchten Fiillen Hefe nicht oder jeden- 
falls nicht erheblich. Beim Muskel tritt dagegen sowohl bei 
Zymophosphatzusatz wie auch bei Succinatzusatz Ak- 
tivierung ein. Die Annahme (Thunberg), daB im Muskel 
mehrere Dehydrogenasen vorkommen, die verschiedene Wasser- 
stofidonatoren angreifen, mu als sehr wahrscheinlich gelten, 
wenn sie auch noch nicht als bewiesen gelten kann. ‘Trifft 
die Annahme verschiedener Dehydrogenasen zu, so liegt 
immerhin die Vermutung nahe, da8 im Muskel und in der 
Hefe das Zymophosphat durch dieselbe Dehydrogenase an- 
gegriffen wird. 

Wie wir in einer folgenden Mitteilung naiher darlegen 
wollen, wird man beziiglich der Wirkung der Dehydrogenasen 
die spezielle Annahme einfiihren miissen, da& sich der Donator 
mit der Dehydrogenase verbindet, wobei die Beteiligung des 
Co-Enzyms zu beriicksichtigen ist. Man wird also nicht nur 


je nach der Natur des Donators mit verschiedenen A ffinitats- 





) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 72 (1926). 
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konstanten zu rechnen haben, sondern die Affinitiiten werden 
sich je nach der Beteiligung des Co-Enzymes auch noch stark ver- 
schieben. Es bleibt somit die experimentell noch zu studierende 
Moglichkeit, daB eine und dieselbe Dehydrogenase, je nachdem 
sie mit oder ohne Co-Enzym wirkt, verschiedene Wasserstoti- 
donatoren angreift bzw. zu ihnen verschiedene Affinitit iuBert, 
etwa entsprechend den Verschiedenheiten, welche nach den 
Befunden von Waldschmidt-Leitz an aktivierter und nicht 
aktivierter (enterokinasefreier) Tryptase auftreten. 

Das an der Mb-Oxydation von Zymophosphat beteiligte 
Co-Enzym ist, wie schon Meyerhof vermutete, identisch mit 
dem Co-Enzym der alkoholischen Girung!) und mit dem Co- 
Enzym, das die Cannizzaro-Reaktion von Acetaldehyd?) ein- 
leitet.3) Ob bei der Bernsteinsiureoxydation im Muskel ein 
Co-Enzym wirksam ist, wissen wir noch nicht. Dies ist jedoch 
von manchen Seiten bestritten worden. 

In der erwaihnten Arbeit von Euler, Myrback und 
Nilsson‘) wurde bereits die Frage aufgeworfen, ob das Zymo- 
phosphat als solches oder erst nach der enzymatischen Spal- 
tung als Wasserstoffdonator ausgenutzt wird. Wir nehmen an. 
daB aus Zymophosphat, Mono- bzw. Diphosphat, Bioglucose 
entsteht, eventuell durch die Wirkung der Phosphatase. Unter 
Mitwirkung von Co-Enzym erfolgt dann Umwandlung, wodurch: 
Wasserstoffdonatoren auftreten. Wir nehmen ferner an, dab 
diese Umwandlung identisch ist mit der primiiren Umwandlung 




































1) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, §.72 (1927). Vgl. auch 
Euler, Nilsson u. Jansson, Diese Zs. Bd. 163, S. 202 (1927). 

*) Myrbick u. Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, 8. 245 (1927). — Euler, 
Myrbick u. Nilsson, Svensk Kem. Tidskr. Bd. 38, S. 353 (1926). — 
Euler u. Myrbick, Diese Zs. im Druck. 

3) Das entsprechende Enzym, das in erster Linie als Isomerase 
wirken dirfte, bindet eines der beiden Aldehydmolekiile oder beide. 
Wie der eine von uns in einer Diskussion anliBlich eines Vortrags er- | 
wihnt hat, ist mit jeder der beiden Annahmen die von Neuberg ge 
fundene interessante Tatsache vereinbar, da8 asymmetrische Dismutations- 
produkte auftreten [vgl. Neuberg u. E. Simon, Biochem. Zs. Bd. 179, | 
S. 443 (1926)]. 

4) Euler, Myrbick u. Nilsson, Svensk Kem. Tidskr. Bd. 5s, 

S. 353 (1926). 
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der Glucose, die immer eintritt, wenn Glucose unter Mit- 
wirkung von Co-Enzym enzymatisch abgebaut wird, und dab 
das Co-Enzym also eben bei dieser Umwandlung beteiligt ist. 
Es ware hiermit berechtigt zu schlieBen, da diese Umwand- 
lung im allgemeinen bei dem enzymatischen Kohlehydratabbau 
stattfindet, insofern er iiber Glucose als Zwischenstufe geht. 
Wir versuchen diesen Abbau mit der Methylenblaumethodik 
zu studieren. Ganz besonders interessiert uns hierbei der 
Glykogenumsatz, weil wir an den Glykogen—Glucoseumsetzungen 
die Rolle des Insulins studieren. 


Versuche. 


Wir verwenden die Thunberg-Ahlgrensche Methylen- 
blaumethodik. Die Versuchen wurden, wo nicht anders an- 
geseben ist, immer bei 20° gemacht. Die Methylenblaulésung 
enthielt in allen Versuchen 0,5 g Methylenblau (Merck) pro 
1000 cem. Die Versuchstiere wurden durch Dekapitieren ge- 
tétet. Nach dem Entbluten wurde die Muskulatur der Extre- 
mitiiten herauspriipariert und fein zerschnitten. 

Nach alten, nicht publizierten Versuchen von Thunberg 
soll Natriumphosphat die Methylenblauentfirbung durch Muskel 
in der gleichen Weise beeinflussen wie Kaliumphosphat. Die 
Versuche sind jedoch nicht direkt beweisend. Wir haben 
deshalb eine neue Priifung angestellt. 

Als Natriumphosphat wurde eine 0,3 mol.-Na,HPO,- 
Lisung p,, = 8,3 benutzt. Eine aquimolekulare Kaliumphosphat- 
lésung wurde aus KH,PO, durch Neutralisieren mit KOH bis 
Py = 8,4 dargestellt. 


Versuch I. 
Zu jeder Probe 0,2 g frische Muskulatur. 





a Muskel + 0,5 eem Mb + 1,5 ecm Entfairbungszeit 
Nr. ’ 
Wasser + (Min.) 
i. &. 05ceom NaHPO, ...... 37,5 42,5 
3. 4, Gheem B,WPO, ...... 37,5 44,5 








Ks wurde also keine Verschiedenheit in der Wirkung von 
Natriumphosphat und Kaliumphosphat konstatiert. Weil unsere 
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friiheren Versuche mit Hefe immer mit Natriumphosphat aus- 
gefiihrt worden sind, wurde auch im folgenden Natriumphosphat 
als Puffer verwendet. 

Da es nicht unwahrscheinlich ist, da8 der Ernahrungs- 
zustand des Tieres auf das Reduktionsvermégen der Muskulatur 
einen KinfluB ausiibt, wurden einige Versuchstiere nach ver- 
schiedenartiger Ernihrung gepriift. 


Versuch II. 


Die Ratte hatte 6 Tage gehungert. Gewichtsabnahme von 170 g auf 122 ¢. 
Zu jeder Probe 0,2 g frische Muskulatur. 





" , Entfarbu it 

Nr. 0,5 cem Mb + 0,5 ecm Puffer + ” arbi aia 
(Min.) 

1, 1,5 cem Wasser... . 95 85 








Von demselben Muskelbrei wurde sofort ein Trocken- 
priparat mit Alkohol und Ather dargestellt. 


Versuch III. 
Zymophosphatlésung wie immer 10° ,. 
Zu jeder Probe 0,2 g Trockenmuskel. 














Xr Muskel + 0,5 cem Mb + 0,5 cem Entfarbungszeit 
aid: Puffer + (Min.) 

1 2. l6eem Wasser. . . 2 «6 © © © 39,5 38,5 
3. 4. | 0,5 cem Zymophosphat + 1 cem Wassser 4,0 4,5 


Versuch LV. 

Ratte (gravid) nach 48 Tagen Kohlehydratdiiit. Gewichtszunahme 
von 235—260 g. 

Natriumsuccinatlésung: 3 g Bernsteinsiure/1000 cem mit NaOH 
bis eintretende Rotfirbung gegen Phenolphthalein neutralisiert. Dieselbe 
Lésung wurde auch zu den folgenden Versuchen verwendet. 

1°/,ige Glykogenlésung. Zu jeder Probe 0,2 g frische Muskulatur. 











Xr. Muskel + 0,5 cem Mb + 0,5 cem Entfarbungszeit 
Puffer + (Min.) 
1, 2, [| 1,5cem Wasser. ........ 122 131 
3. 4. | 0,5 cem Zymophosphat + 1 ccm Wasser 66,5 71,5 
5. 6. | 1 cem Succinat + 0,5 cem Wasser . . 60,5 71,0 
7. 8. | Leem Glykogenlésung + 0,5 cem Wasser 79,0 72,0 
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Das Reduktionsvermégen war also nicht gréBer als dasjenige 
der Muskulatur der ausgehungerten Ratte. Durch Glykogen- 
zusatz?) wurde eine nicht unerhebliche Aktivierung erreicht. 

Aus dem frischen Muskelbrei wurde sofort ein T'rocken- 
priparat mit Alkohol und Ather dargestellt. 


Versuch YV. 
Glykogen- und Glucoselésungen 1°/,. 


Zu jeder Probe 0,1 g Trockenmuskel. 

















. Muskel + 0,5 eem Mb + 0,5 eem Entfirbungszeit 
Nr. “ ‘ 
Puffer +- (Min.) 

1. & £31 Seem Weer... 1 «© « ee 18,5 19,0 
3. 4. | 0,5 eem Zymophosphat + 1 cem Wasser 11,5 10,5 
5. 6. | 1 cem Succinat + 0,5cem Wasser . . 13,0 16,0 
7. 8. | 1eem Glykogenlésung + 0,5 cem Wasser 22,5 22,0 
9, 10. | 1 cem Glucoselésung + 0,5 cem Wasser 31,0 30,5 


Versuch VI. 
Ratte nach Kohlehydratdiit (49 Tage). Gewichtsabnahme yon 205 
bis 209 g. 
Glykogenlisung und Glucoselésung 1°/). 
Zu jeder Probe 0,2 g frische Muskulatur. 











Nn Muskel + 0,5 cem Mb + 0,5 cem Entfirbungszeit 
Puffer + (Min.) 
1. 2. 1,5 cem Wasser . 77 77 
3. 4. | 0,5 eem Zymophosphat + 1 eem Wasser 59 66 
5. 6. | 1eem Succinat + 0,5 cem Wasser . . 61 59 
7. 8. | Leem Glykogenlésung + 0,5 cem Wasser 65 65 


Die Muskulatur wird diesmal auch von den _ sicher- 
gestellten Wasserstoffdonatoren wenig beeinflu8t. Die Akti- 


1) Unsere Glykogenversuche sind mit Leberglykogen angestellt. 
Wegen der vermutlichen Verschiedenheit des Leber-, Muskel- und Hefe- 
glykogens [siehe anch Thannhauser u. Markowicz, Klin. Wochenschr. 
Bd. 4, 8. 2093 (1925)] werden die Versuche noch mit anderen Glykogen- 
praparaten wiederhoit. 
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vierung durch Glykogen ist von derselben GréBe. Die Glucose- 
proben sind leider nicht zuverlissig ausgefallen und deswegen 
in der Tabelle nicht angefiihrt. 


Aus demselben Muskelbrei wurde ein Trockenpriaparat 
dargestellt. 


Die Reagentien wie im vorigen Versuche. Zu jeder Probe 
0,1 g Trockenmuskel. 


Versuch VII. 











Nr. Muskel + 0,5 cem Mb + 0,5 cem Putter+ marr gece 
(Min.) 
2. 1becom Wasser . . 2 1 6 we ee 15,0 13,5 
5, a, 0,5 com Zymophosphat + 1 ecm Wasser 7,0 1,5 
5. 1cem Sueccinat + 0,5cem Wasser. . 7,5 
6, 4 1 cem Glykogenlésung + 0,5 cem Wasser 10,0 10,5 
8. 9. 1 cem Glucoselésung + 0,5 cem Wasser 14,5 15,5 


Bei Glykogenzusatz trat also schwache Aktivierung ein. 
Mit Glucose wurde keine Aktivierung erreicht. 

Da die eben mitgeteilten Versuche einen entscheidenden 
EinfluB der Fiitterung der Versuchstiere auf das Reduktions- 
vermégen des Muskels nicht ergeben haben, sind wir in den 
folgenden Versuchen zu normalen Tieren iibergegangen. Das 
Ziel der folgenden Versuche ist die sichere Feststellung, 
daB Glykogen unter geeigneten Bedingungen die Mb-Reduktion 
durch Muskel aktiviert und daB unter denselben Bedingungen 
durch gewodhnliche Gleichgewichtsglucose keine Aktivierung 
erreicht wird. Kin negativer Befund muB8 jedoch nicht 
in entgegengesetzter Richtung gedeutet werden. Der Muskel 
kann nimlich schon im vyoraus so viel Donatoren enthalten, 
daB die Wirkung eines zugesetzten Donators nicht zum Vor- 
schein kommen kann. Im Versuch VI, wo der Glykogeneffekt 
unerheblich ist, wirken auch andere Donatoren, wie Zymo- 
phosphat oder Succinat schlecht. 
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Versuch VIII. 


Glykogen- und Glueoselésungen 10°/). 
Zu jeder Probe 0,1 g frische Rattenmuskulatur. 











Nr. Muskel + 0,5 cem Mb + 0,5 ecm Puffer + cninesdnge ane 
(Min.) 

1. lbecom Wesser . . . . + + Pa 79,5 

2. 1,5 cem Glykogenlésung . . 115,0 

$. 0,5 cem Glykogenlésung + 1 cem Wa asser 106,0 

4, 0,1 cem Glykogenlésung + 1,4ecm Wasser 72,0 

5 1,5 cem Glucoselésung ... . ¢ % 122,5 

6. 0,5 cem Glucoselisung + 1 cem Wasser. 120,5 

7. 0,1 cem Glucoselésung + 1,4 cem Wasser 97,0 


Bei héheren Glykogenkonzentrationen trat Hemmung ein. 
Mit Glucose trat bei allen angewandten Konzentrationen Hem- 
mung ein. 


Versuch IX. 


Es wurde versucht, den Hinflu8 der im Muskel schon vor- 
handenen Wasserstoffdonatoren auszuschalten. Die frische Mus- 
kulatur (diesmal Froschmuskulatur, Rana Temporaria) wurde 
mit Wasser ausgewaschen und dann abgepreBt. 


Glykogen- und rs 10°/,. Zu jeder Probe 0,2 g¢ Muskel. 





Nr. Muskel + 0,5 ecm Mb + 0,5 cem Puffer + 





intfirbungszeit 


eres oe 


2 15 eem Wiser 
3. 4. | 1,5 eem Glykogenlésung a 
6 1 ecm Glykogenlésung + 0,5 cem —— 
7. 8. | 0,5ceem Glykogenlésung + 1 cem Wasser 
9. 10. | 1,5 eem Glucoselésung 


| Nach 12 Std. 
alle Proben 
gleich und 
zwar stark 








it, oe 0,5 cem i ahaa: + 1 eem Ww asser gefarbt 
13. 1 eem Na-Suecinat + 0,5 cem Wasser . . 70 Min. 


Wie Probe 13 zeigt, ist die Dehydrogenase, wenigstens 
die Succinodehydrogenase, im ausgewaschenen Muskel noch 
vorhanden. Durch Glykogenzusatz wird jedoch keine Ent- 
farbung erreicht, vielleicht deswegen, weil beim Auswaschen 
der Muskulatur die Glykogenase in Lisung gegangen ist. 
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Versuch X. 
Versuche mit Muskelextrakt. 
10g frischer, feingeschnittener Rattenmuskulatur warde 
bei Zimmertemperatur mit 20g Sand und 20 ccm Wasse: 
5 Minuten zerrieben. Das Filtrat wurde sogleich zu den folgen- 
den Versuchen verwendet. 





10°/,ige Zymophosphatlésung. 1°/,ige Glykogenlisung. 


Nr. 1 ccm Muskelextr. + 0,5 eem Mb + 0,5 cem | Entfirbungszeit 
Puffer + (Min.) 
2. 0,5eem Wasser. ........ 115 112 
3. 4 0,5eem Na-Suceinat . ...... 83 82 
5. 6. 0,5eem Zymophosphat . . ... , 89 94 
i. 8 0,5eem Glykogenlisung. . . .. . 98 101 








Durch Glykogenzusatz wurde also eine nicht unerhebliche 
Beschleunigung der Entfarbung erreicht. 

Ks wurde untersucht, ob die Beschleunigung durch Glykoge:. 
zusatz besser zutage tritt, wenn man in der Reaktions- 
mischung eine Aciditat wahlt, die dem p,,-Optimum der Muskel- 
glykogenase naher kommt.?) 

Trotz zahlreicher Versuche sind wir noch nicht in de: 
Lage, die Frage entscheidend beantworten zu kénnen. Eine 
Aktivierung durch gewoéhnliche Gleichgewichtsglucose wurde 
nie sicher konstatiert. Unseren Versuchsprotokollen entnehmen 
wir einen Versuch, wo durch Glykogenzusatz eine erhebliche 
Beschleunigung erreicht wurde. 


Versuch XL. 
Puffer: 5°/,iges Na-K-Phosphat, py = 6,2. Glykogenlésung 10°. 
Zu jeder Probe 0,2 g frische Rattenmuskulatur. 











Nr. Muskel + 0,5 cem Mb + 0,5 eem Puffer + Enthirbungszeit 
(Min.) 
lL. @. ahem Wee 2 lw th] 89,5 86,5 
0,5cem Glykogenlésung +- 1 eem Wasser 69,5 
0,l1cem Glykogenlésung + 1,4 ccm Wasser 58,5 
0,05 cem Glykogenlésung + 1,45 ecm Wasser 88 





) Vel. Lohmann, Biochem Zs. Bd. 178, S. 444 (1926). 
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Versuche mit Hefte. 

Ks wurde zuerst untersucht, ob Glykogen auf die Mb- 
Reduktion durch ausgewaschene ‘T'rockenunterhefe und _ blei- 
gereinigtes Co-Knzym einen KinfluB ausiibt. 

Versuch XII. 


Hefesuspension: 1g ausgewaschene Hefe + 5 cem 0,3 mol.-Na,HPO, 
+ 5eccem Wasser, 10°/,ige Glykogenlésung. 





Nr fecm Hefesusp. + 0,5ceem Mb + 0,5ceem | Entfiirbungszeit 
Co-Enzym + (Min.) 

1 @. 0,5 cem Wasser : ; Poe 4 18,0 18,5 

Ss. 4 0,5 cem Glykogenlésung . ' 17,5 17,0 








Durch Glykogenzusatz wurde also keine Aktivierung erreicht. 

Bei der Spaltung von Glykogen durch Malzamylase tritt 
eine Glucoseform auf, die rascher vergiirbar ist als gewodhn- 
liche Glucose und somit mit «- oder 8-Glucose nicht identisch 
sein diirfte. Wir haben den gleichzeitigen KinfluB von Glykogen 
und Malzamylase auf die Mb-Reduktion durch Hefe unter- 
sucht. Um zu vermeiden, daB die eventuelle Donatorwirkung 
durch die Donatoren der Hefe verschleiert wird, haben wir 
zu den Proben sehr wenig Hefe gewihlt. Nicht ausgewaschene 
Trockenunterhefe. Hefesuspens.: 0,5 g¢ Trockenunterhefe + 5 ccni 
10°/,iger Puffer (p,,=6,2) + 15 ccm Wasser. 

Die Malzamylase war ein starker Wasserextrakt (ohne T'oluol). 

10°/,ige Glykogenlésung. 

Versuch XIII. 


Zimmertemperatur. 





Nr. 1 ca Hefesuspension + 0,5 cem Mb + Entfiirbungszeit 
1. 2. {1ceem Wasser... .... . . .{ Nach 17 Stunden 
3. 4. |0,5eem Glykogenlésung + 0,5 cem Wasser Sanaa earn 
5. 6. {0,5 ecm Malzamylase + 0,5cem Wasser .]| die Proben mit 
7. 8. 10,5 cem Glykogenlés. + 0,5 cem Malzamylase a 








DaB das schlechte Reduktionsvermégen nicht etwa auf 
Knzym- oder Co-Enzymmangel beruht, wird dadurch bewiesen, 
daB nach Zusatz von Zymophosphat statt den fritheren Zu- 
satzen in etwa 40 Minuten Entfiirbung eintrat 
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Spektrographische Untersuchungen an Kohlehydraten im 
Ultraviolett. 
Von 
P. Niederhoff. 


Mit 4 Figuren im Text, 


Aus dem physiologischen Institut und dem Institut fiir Strablenforschung der 
Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Januar 1927.) 


Spektrographische Untersuchungen an organischen Sub- 
stanzen hat in groBem Umfange zuerst W. N. Hartley’) aus- 
gefiihrt, er hat insbesondere sein Untersuchungsgebiet dadurch 
erweitert, daB er den ultravioletten Teil des Spektrums mit in 
den Bereich seiner Experimente einbezogen hat. Bereits im 
Jahre 1885 sind die Starke, der Rohrzucker und der Trauben- 
zucker von ihm untersucht und als kontinuierlich absorbierend 
angegeben worden, Unter kontinuierlicher Absorption verstand 
er eine allgemeine gleichférmige Absorption der zu _ unter- 
suchenden Schicht. Spiter ist dann die Starke von I. Bie- 
lecki und R. Wiirmser’) quantitativ untersucht worden, wo- 
durch die Angaben Hartleys bestatigt worden sind. 

Die Absorption an chemischen Ké6rpern riihrt von den 
EKigenschwingungen der Molekiile bzw. Bestandteilen derselben 
her. Hieraus ergeben sich genaue Beziehungen zwischen moleku- 
larer Konfiguration bzw. dem Vorhandensein bestimmter Gruppen 
und dem Auftreten von Absorptionsbanden, die sich unter 
Heranziehung der Quantentheorie auch rechnerisch verfolgen 
lassen. Von solchen Atomgruppen, die durch bestimmte Ab- 
sorptionsbanden ausgezeichnet sind und deswegen auch Chromo- 
phore genannt werden, sind eine ganze Reihe bekannt; sie 
sind ihrer chemischen Natur nach ungesiattigt und bestehen 
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in der Regel aus’ Kombinationen der Elemente C, N, O, S 
mit sich selbst oder untereinander bei mehrfacher, besonders 
doppelter Bindung. Eine wichtige chromophore Gruppe ist die 
Carbonylgruppe = C = O, die den Aldehyden und Ketonen 
ihre charakteristischen EKigenschaften verleiht. Sie bewirkt, 
wie I. Bielecki und Y. Henri*) gefunden haben, bei den 
Aldehyden und Ketonen der Fettreihe eine Absorption in der 
spektralen Gegend von 2700 und 2800 A.-E., was am deut- 
lichsten beim Aceton in die Erscheinung tritt. 

Auf Grund dieser Feststellungen kann man annehmen, 
daB auch die Zucker, soweit sie Aldehyde und Ketone mehr- 
wertiger Alkohole sind, eine selektive Absorption in dem frag- 
lichen Bereich besitzen, dab also auch der Traubenzucker 
selektiv absorbiert im Gegensatz zu dem fritheren, eingangs 
erwihnten Befund Hartleys. Dies ist in der Tat der Fall, 
wie die folgenden Untersuchungen zeigen. 


Methodik. 


Friiher hat man angenommen, dab die Absorptionsspektren 
eine unverinderliche Eigenschaft der Stoffe sind, und dem- 
gemif hat man sich mit einfachen qualitativen Untersuchungen 
begniigt. Es hat sich aber spiter gezeigt, daf die Spektren 
sich mit der Konzentration der Substanzen, dem Lésungsmittel 
und der Temperatur findern, und deshalb ist es von groBer 
Wichtigkeit, genaue Methoden der quantitativen Ausmessung 
und Darstellung von Spektren auszuarbeiten. Es ist das Ver- 
dienst von V. Henri‘), eine leicht ausfiihrbare und zuverlissige 
Methode der quantitativen Bestimmung von Absorptionsbanden 
angegeben zu haben. Voraussetzung fiir ein solches Verfahren 
ist die Giiltigkeit des Beerschen Gesetzes, das die Licht- 
intensititsabnahme in einer Lésung regelt. Fiir die unter- 
suchten Zucker habe ich unter den angewandten Bedingungen 
das Beersche Gesetz fiir giiltig befunden und infolgedessen 
die Methode fiir die quantitative Bestimmung der Absorptions- 
banden anwenden kénnen. Die Absorptionskoeffizienten er- 


; | f 
geben sich aus der Formel « = - ‘Ig—, woe die molekulare 


g* 
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Konzentration, d die Schichtdicke in cm, ¢’ die Expositionszeit 
der Lésung und ¢ die Expositionszeit des Loésungsmittels be- 
deutet. p ist der in der Schwirzungsformel nach Schwarz- 
schild enthaltene Exponent; er hat nur geringe Abweichung 
von 1 und wurde unberiicksichtigt gelassen, da die Expositions- 
zeiten zwischen Vergleichs- und Lésungsspektren nicht iiber 
1:7 hinausgingen, und dieser Fehler innerhalb der methodischen 
Fehlergrenze gelegen ist. Als Lichtquelle habe ich nicht dex 
in der Vorschrift von Henri angegebenen kondensierten Funke), 
zwischen Eisen- und Cadmiumelektroden benutzt, sondern eine 
Lampe der Jupiterlicht A.-G. Berlin. Die Ultra-Jupiter-Kohle: 
liefern im Ultraviolett ein sehr linienreiches Spektrum, das 
einem kontinuierlichen recht nahe kommt und sich mit ge- 
niigender Intensitit bis etwa 2250 A.-E. erstreckt. Das Licht- 
hiindel, das von den Enden der parallel stehenden Kohlenstilte 
ausgeht, wurde direkt axial mit dem Quarzspektrographen aus- 
gerichtet. Die Entfernung der Lichtquelle vom Spalt betrug 
2m, die Spaltbreite 4/100 mm. Bei vergleichsweisen Aufnahmen 
wurde darauf geachtet, daB die Versuchsbedingungen und die 
Entfernung zwischen Lichtquelle und Spalt gleich bleiben. Fiir 
die spektrographischen Aufnahmen wurde die Hauff- Flavin- 
Platte verwendet. Die Untersuchungen wurden durchweg ei 
Zimmertemperatur (18° C) durchgefiihrt. Die zur Untersuchung 
gelangten Substanzen waren Priiparate der Firma C. A. F. 
Kahlbaum, Berlin und der Firma E. Merck, Darmstadt. Es 
wurden untersucht von den Hexosen: die d-Glucose mit ihrem 
Derivat, das «-Methyl-d-Glucosid, d-Fructose, d-Galaktose, von 
den Disacchariden: Rohrzucker und Milchzucker, und von deu 
Polysacchariden: die gewoéhnliche Stiirke, lésliche Stirke und 
Glykogen. Die Lisungen wurden filtriert und erst einige Zeit, 
meist 3—18 Stunden, nach ihrer Fertigstellung untersucht. 
Die Absorptionskurven der nach Henri quantitativ gemessenen 
Zucker sind in graphischer Darstellungsweise in Figg, 14 
angegeben, auf der Abszisse sind die Wellenlingen 4% in 
Angstrémeinheiten bzw. die Schwingungszahlen = ». 1071” ein- 
getragen, auf der Ordinate die Logarithmen der molekularen 
Absorptionskoeffizienten in der Gré8enordnung (<-10%). 
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Untersuchungen. 


Die Glucose wurde in doppelmolarer Konzentration unter- 
sucht, in Schichtdicken von 0,25—1,0 cm, die spezif. Drehung 
der Lésung betrug [¢], = + 53,6°, die Belichtungszeiten 
schwankten zwischen 60” und 10”. Der Verlauf der Absorp- 
tionskurve ist in Fig. 1 eingetragen. Die Kurve erreicht ein 
Maximum der Absorption von 2,08 bei einer Schwingungszahl 
von 1045 entsprechend einer Wellenlinge von 2870 A.-E. Der 
A\bfall der Bande nach der kurzwelligen Seite zu ist etwas 




















Fig. 1. Traubenzucker. 


tlacher als nach der langwelligen Seite. Die Wellenlangen 
von 2800—2900 gehéren bekanntlich noch in den Bereich der- 


jenigen Wellenlangen, die man als physiologisch wirksam be- 


zeichnet. Besteht die Auffassung von J. Bielecki und Y. Henri 
zu Recht, daB die Bande von der Carbonylgruppe mit ihren 
freien Nebenvalenzen ausgeht, so mub, wenn andere Atom- 
gruppen sich dieser anlagern, die Doppelbindung auigehoben 
wird und die Nebenvalenzen abgesittigt werden, die Absorp- 
tionsbande verschwinden. Es wurde deswegen das «-Methyl- 
d-Glucosid untersucht, dessen Lisung eine spezif. Drehung von 
-+ 156,7° zeigte; beim «-Methylglucosid tritt die CH,-Gruppe 
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mit dem Sauerstoffatom des Carbonyls in Verbindung. Die 
Substanz zeigt in der Tat nicht die Absorptionsbande des 
Traubenzuckers. 

Der Fruchtzucker wurde in molarer und doppelmolarer 
Konzentration untersucht, in Schichtdicken von 0,1—1,0 cm, 
die spezif. Drehung der Liésung betrug [a], = — 92,5°; die 
Belichtungszeiten schwankten zwischen 10 und 70”. Der Ab- 
sorptionsverlauf ist in Fig. 2 dargestellt. Die Absorption 
beginnt bereits bei einer Wellenlinge von 3500 A.-E. und 
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Fig. 2. Fruchtzucker. 


erreicht ein Minimum bei 2545. Der Absorptionskoeffizient 
betrigt im Maximum 2,67 und iibertrifit damit den des 
Traubenzuckers ziemlich bedeutend. Das Maximum der Ab- 
sorption liegt zwischen den Wellenliingen 2800 und 2900 A.-E. 
entsprechend den Schwingungszahlen 1071—1034. DaB der 
Fruchtzucker stirker absorbiert als der Traubenzucker, steht 
mit der bisherigen Erfahrung iiber die Zersetzung der Zucker 
durch ultraviolettes Licht in gutem Einklang. Nach Bunsen- 
Roscoe sind ja nur die Strahlen chemisch wirksam, die auch 
absorbiert werden, und der Fruchtzucker wird vom ultra- 
violetten Licht wesentlich rascher angegriffen als der Trauben- 
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gucker, wie zuerst P. Beyersdérffer und W. Hess 
nachgewiesen haben. Der Grund, weshalb der Fruchtzucker 
stiirker absorbiert als der Traubenzucker, liegt wahrscheinlich 
darin, daB die CH,-Gruppe in benachbarter Stellung zum Car- 
bonyl steht. Die Alkylgruppe steigert die Absorption, wie bereits 
I. Bielecki und V. Henri angegeben haben. 

Die Galaktose wurde in doppelmolarer Konzentration 
untersucht, in Schichtdicken von 0,25—1,0 cm, die spezif. 


























Fig. 3. Galaktose. 


Drehung der Liésung betrug [@], =+ 83,5 Das Maximum 
der Absorption liegt bei einer Wellenlinge von 2750 und ent- 
spricht einer Schwingungszahl von 1090. Der Absorptions- 
koeffizient betrigt im Maximum 2,11, ist also etwas héher wie 
der des Traubenzuckers, was auch mit den Angaben von 
Berthelot und Gaudechon") iibereinstimmt, daB die Galak- 
tose empfindlicher gegeniiber den ultravioletten Strahlen ist als 
die Glucose. Fig. 3 gibt iiber den Verlauf der Absorption Auskunft. 

Unter den Disacchariden zeigt der Rohrzucker, dessen 
Lisung eine spezif. Drehung von [a], =-+ 66° besaB, keine 
Absorptionsbande. Er ist sehr durchlissig fiir ultraviolettes 
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Licht in dem untersuchten Bereich und absorbiert lediglich in 
ganz geringem MaBe am kurzwelligen Ende. Dies entspricht 
der bekannten ‘T'atsache, daB im Rohrzuckermolekiil ‘keine 
Aldehydgruppe vorhanden ist. Auch wird dadurch erklirt, 
weshalb der Rohrzucker nur sehr wenig vom ultravioletten 
Licht zersetzt wird, mit merklicher Geschwindigkeit erst von 
einer ‘l'emperatur von 70° an. Der Milchzucker wurde wegen 
seiner geringen Léslichkeit in Wasser in !/,-molarer Konzen- 
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Fig. 4. Milchzucker. 


tration untersucht. Die spezif. Drehung der Lésung betrug 
(@|, = + 52,7° Die Absorptionskurve ist in Fig. 4 dargestellt. 
Der Absorptionskoeffizient betrigt im Maximum 2,37. Das 
Maximum liegt zwischen den Wellenlingen 2750 und 2820 
entsprechend den Schwingungungszahlen 1090—1063. 

Von den Polysacchariden sind auBer der gewéhnlichen 
Starke, die ja, wie eingangs erwihnt, bereits mehrfach unter- 
sucht ist, die lésliche Starke und das Glykogen spektrographiert 
worden. Sie absorbieren in ahnlicher Weise wie die gewéhnliche 
Starke, nur mit dem Unterschied, daB die lésliche Starke etwas 
schwacher, das Glykogen dagegen stiirker als jene absorbieren. 
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Die Maltose und die d-Mannose absorbieren stark im 
Bereich unterhalb einer Wellenlinge von 3600 Ande. ihre Ab- 
sorption habe ich jedoch-nicht quantitativ gemessen, da dies 
einer besonderen Methodik vorbehalten sei. 

Es wire nun physiologisch von groBer Bedeutung, einige 
chemische Prozesse an Kohlehydraten in ihrem Ablauf spektro- 
syaphisch zu verfolgen. Ks sind auch einige Versuche dariiber 
angestellt worden. Indessen hat sich hier die Methodik als 
nicht ausreichend erwiesen, so daB die Untersuchungen ein 
Kreebnis in dem erhofiten MaBe nicht gehabt haben; trotzdem 
sollen sie aber der Vollstiindigkeit halber angefiihrt werden. 
Die bekannten Versuche von Lobry de Bruyn und W. A. van 
Khenstein®) titber die Einwirkung von Alkali auf Trauben- 
zucker haben dargetan, dai unter Zusatz von n-NaOH bei 70° 
innerhalb weniger Stunden eine teilweise Umlagerung der 
izslucose in Fructose und Mannose stattfindet. Der Prozeb, 
nach der Vorschrift der Autoren durchgefiihrt, gibt eine 
starke Braunfirbung, und im Spektrogramm tritt eine voll- 
stiindige Absorption ein, wahrscheinlich schon allein durch 
die Verfiirbung. Der Versuch ist deshalb fiir die spektro- 
graphische Untersuchung nicht geeignet. Ich habe indessen 
den Versuch sehr gemildert durchgefiihrt, indem ich nur 
n/4-NaQH verwandte und nur 1!?/, Minuten auf etwa 80 
bis 90° erhitzte. Hierdurch tritt eine erhebliche Verbreite- 
rung der Absorptionsbande der urspriinglichen T'raubenzucker- 
lésung und eine Verkiirzung des Spektrums am kurzwelligen 
Kinde ein, im ganzen also eine erhebliche Zunahme der Ab- 
sorption. Die spezifische Drehung der Lésung betrug + 11°. 
Krhitzen von ‘Traubenzucker oder n/4-NaOQH fiir sich gibt 
diesen Effekt nicht. 

Weiter wurde der InversionsprozeB des Rohrzuckers 
spektrographisch verfolgt, indem eine molare Rohrzuckerlésung 
in n-Salzsiure. nach verschiedenen Zeiten spektrographiert und 
durch die Abnahme des Drehungswinkels das Fortschreiten 
der Inversion beobachtet wurde. Das Spektrogramm geht nicht 
parallel mit der Anderung des Drehungswinkels: Wihrend bei 
einer anfinglichen spezifischen Drehung von 50,1° das Spektro- 
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gramm gar keine Anderung zeigt, bei — 11,7° eine gerinye 
Absorptionsbande zu sehen ist, ist der Unterschied zwischer 
[«], = 20,99 und [a], = 21,9° verhiltnismiBig recht er. 
heblich. 

Endlich wurden einige Beobachtungen iiber die fermen- 
tative Spaltung des Rohrzuckers durch Invertin gemacht. 
Invertin absorbiert stark im Ultraviolett, wie bereits Hartley 
gefunden hat, und zwar von der Wellenlinge 2900 an voll- 
stiindig. Prozesse, die sich in kleinerem Wellenlingenbereich 
abspielen, kommen dadurch nicht mehr auf der Platte zw 
Geltung, und deshalb ist auch eine spektrographische Unter- 
suchung in vorliegendem Falle ohne besonderes Ergebnis. Ei: 
gleiches Resultat hat die Untersuchung der diastatischen Spal- 
tung von Stirke durch Speichel gehabt, da Speichel unterhal) 
2950 A.-E. vollstindig absorbiert. 

Fassen wir nun die hauptsiichlichsten Ergebnisse der 
vorliegenden Untersuchungen kurz zusammen, so kan» 
man folgendes sagen: 

Diejenigen von den untersuchten Zuckern, die eine A|- 
dehyd- oder Ketogruppe besitzen, also die Hexosen und der 
Milchzucker, sind durch ein Absorptionsband im Wellenlingen- 
bereich um 2800 A.-E. charakterisiert in Ubereinstimmung 
mit der vorher besprochenen, von I. Bielecki und V. Henr:! 
auigestellten These. Die GréBe und die Lage der Absorptions- 
banden bezw. das Fehlen einer solchen beim Rohrzucker bieten 
auch eine Erklarung der bisherigen Beobachtungen iiber die 
verschiedene Zersetzlichkeit der Zucker durch ultraviolettes Licht. 

In der viel erérterten Frage nach der Konstitutio: 
des Traubenzuckermolekils weist das Spektrogramm 
auf das Vorhandensein der Carbonylgruppe hin. 

Der Einblick, den man durch solche Untersuchung in den 
molekularen Bau erhilt, erfolgt von einer ganz anderen Seite. 
wie gewohnlich; man sieht das Molekiil in der Wechselwirkung 
zu dem ihm umgebenden Ather. Das Bild vom Zuckermolekiil, 
das sich aus vorliegendem ergibt, ist allerdings nur unvoll- 
stindig. Zur Vervollstiindigung bedarf es, wie ja auch die 
Atomphysik und die Quantentheorvie es fordern, noch der Unter- 
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suchung gréBerer Spektralbereiche mit besonderen Unter- 
suchungsmethoden. Dies auszufiihren, sei weiteren Arbeiten 


vorbehalten. 
Literatur. 
i. W.N. Hartley, Kaysers Handb. des Spektroskop. Bd. 3, Kap. III. 
2. I. Bielecki u. R. Wiirmser, Biochem. Zs. Bd. 43, S. 159 (1912). 
3. I. Bielecki u. V. Henri, Chem. Ber. Bd. 46, S. 3627 (1914). 
4, V. Henri, Physikal. Zs. Bd. 14, H. 1, S. 515 (1918). 
5. P. Beyersdoérffer u. W. Hess, Chem. Ber. Bd. 57, 1708 (1924). 


-1 


. Lobry de Bruyn u. van Ehenstein, Rec. trav. chim. d. pays bas 


Bd. 14, S. 155 (1895). 


.D. Berthelot u. H. Gaudechon, C. r. d.l’Acad. d. sciene. Bd. 155, 


S. 831 (1912), ref.: Chem. Zbl. 1913, L. 18. 








Co-Zymase. XI. 


Von 


Karl Myrbiick und Ragnar Nilsson. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium der Universitat Stockholm.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Januar 1927.) 


Wie Harden in seiner Monographie iiber die alkoholische 
Garung hervorhebt}), ist die einzige bekannte Kigenschatt der 
Co-Zymase (Co-Enzym der alkoholischen Giirung) aufer ihrer 
Fahigkeit, die alkoholische Gairung zu ermdéglichen, die, dab 
sie von einer Anzahl Reagenzien zerstért werden kann. In 
letzter Zeit hat zwar die Aufgabe der Co-Zymase in der Girung 
niher beschrieben werden kénnen?), auch haben Versuche zur 
Kntfernung der Verunreinigungen aus den Co-zymasehaltigen 
Siften zu einer erheblichen Reinigung der Co-Zymase gefiihrt”’, 
iiber die chemische Natur des Co-Enzyms besitzen wir aber 
keine Kenntnisse. Es gibt eine Méglichkeit, da& man durch 
naiheres Studium der die Co-Zymase zerstérenden Reagenzien 
auf gewisse chemische Kigenschaften derselben schlieBen kann. 
Zu diesen Reagenzien gehéren nach Harden auBer den starken 
Saiuren und Basen auch gewisse enzymatisch wirksame Priparate. 


') Harden, Alcoholic Fermentation, London 1923. 

*) Euler und Myrbiick, Diese Zs. Bd. 139, S. 15 (1924). — Myr- 
biick und Jacobi, Diese Zs. Bd. 161, S. 245 (1926). — Euler, Myr- 
bick und Nilsson, Svensk kem. tidskr. November 1926. — Euler und 
Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 264 (1927). — Euler und Myrbiick, 
Zur Kenntnis der enzymatischen Umwandlungen der Aldehyde III. 
Diese Zs. (1927). 

*) Euler und Myrbiack, Diese Zs. Bd. 131, S. 179 (1923); Bd. 133, 
S. 266 (1924); Bd. 136, S. 107 (1924); Bd. 138, S. 1 (1924); Bd. 139, S. 281 
(1924). — Nilsson, Sv, Vet. Akad. Arkiv for kemi etc. Bd. 9 Nr. 31 (1926). 
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Wenn man die strenge Spezifitiit der Enzyme bedenkt, scheint 
es nicht unwahrscheinlich, daB man durch Untersuchung der 
etwaigen enzymatischen Zerstérung der Co-Zymase einige Aut- 
schliisse tiber ihre Natur erhalten kann. 

Harden und Young’) fanden, da die Co-Zymase recht 
schnell von HefepreBsaft zerstért wird und zwar konnten sie 
zeigen, dab diese Zerstérung nichts mit der proteolytischen 
Wirkung des Saftes zu tun hat. Es gibt also im Saft ein 
anderes Kinzym, das die Co-Zymase spaltet. Nach Harden 
gibt es weiter in Ricinussamen ein Co-zymasespaltendes Knzym. 
Wenn also wahrscheinlich die Co-Zymase von der Ricinuslipase 
zerlegt wird, konnte Harden die Vermutung aussprechen, dab 
die Co-Zymase zu den von Lipasen spaltbaren Stoffen, den 
Ketten oder anderen Estern gehére. Im folgenden soll iiber 
einige neue Versuche iiber die Kinwirkung von Reagenzien 
auf die Co-Zymase berichtet werden. 


Co-Zymase und Pankreastrypsin. 

Wie oben angefiihrt, ist gezeigt worden, daB die Zerstiérung 
der Co-Zymase im HefepreBsaft nicht auf der Wirkung der Hefe- 
protease beruht. Versuche iiber die Kinwirkung von ‘l'rypsin 
haben auch ein hegatives Ergebnis geliefert.*) Wir haben 
diese Versuche mit demselben Resultat wiederholt: 1 ccm einer 
gereinigten Co-Zymaselésung (ACo = 20000)*) wurde iiber Nacht 
mit 0,1 g Pankreatin Rhenania bei p,, = 7 behandelt. Parallel- 
probe ohne Trypsin. Die Messung der Co-Zymasemenge wurde 
dann durch Girungsversuche nach der schon frither beschriebenen 
Methodik bestimmt. 








cem CQO, nach verschiedenen Zeiten (Min.) 
| so =| tiOtCt«dS(<‘éittSSC*dLSCStCK 
Ohne Trypsin . . . . 3,0 | 5,5 6,5 8,6 
Mit Trypsin behandelt . 3,2 6,1 6,8 9,4 





') Harden und Young, Proe. Roy. Soe. Bd. 78, 8. 369 (1906). 
Buchner und Klatte, Biochem. Zs. Bd. 8, S. 520 (1908). 

*) Harden, Alcoholic Fermentation, S. 70. 

®) Uber die Definition der Einheiten siehe Euler und Myrbiick, 
Diese Zs. Bd. 136, S. 107 (1924). 
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Die Co-Zymase wird also von Trypsin nicht angegriffen. 
Dies ist ja auch deshalb zu erwarten, da das Molekular- 
gewicht der Co-Zymase recht klein ist. 


Co-Zymase und Takadiastase. 

1 ccm der im vorigen Versuch angewendeten Co-Zymase- 
lésung wurde wiihrend 20 Stunden bei p,, = 5 mit 0,1 g eines 
sehr aktiven Takadiastasepriiparates behandelt. Der Girungs- 
versuch gab indessen dieselbe Geschwindigkeit wie die un- 
vorbehandelte Loésung. Die in dem _ ‘lakadiastasepriparate 
vorhandenen Enzyme greifen also auch nicht die Co-Zymase an. 


Co-Zymase und Urease. 


Mit derselben Lésung wurde eine Vorbehandlung bei 
p, = 7 mit 0,1 g emes duBerst aktiven Priiparates von Ar!- 
courease vorgenommen., Nach 20 Stunden zeigte indessen die 
Co-Zymase noch die urspriingliche Aktivitiit. 


Co-Zymase und Katalase.’) 
Kin Co-Zymasepriiparat von ACo = 1500 wurde withrend 
16 Stunden bei p, = etwa 7 mit 1 ccm einer Leberkatalase- 
lésung vorbehandelt, die so aktiv war, daf 0,001 ccm davon 
10 ccm einer 0,01 n-H,O,-Lésung in einigen Minuten zersetzte. 
Die Girungsversuche gaben folgendes Resultat. 











cem CO, nach Minuten 
1 | 30 45 | 45 
Ohne Vorbehandlung. . . 0,5 1,5 3,0 42 
Mit Katalase vorbehandelt . 0,5 1,5 2,8 4,0 


Vor dem Girungsversuch wurde die mit Katalase (wie bei 
allen Versuchen mit Zusiitzen von anderen Knzymen) wihrend 
einiger Zeit zu 80° erhitzt, um die Wirkung etwaiger Hemmungs- 
kérper auszuschalten. Aus dem obigen Versuch geht hervor, 
daB Katalase auf Co-Zymase ohne Wirkung ist. 


') Die Katalase- und Peptidasepriiparate verdanken wir Herrn 
Dozenten K. Josephson. 
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Co-Zymase und Erepsin. 

Kin Co-Zymasepraparat von ACo = 1500 wurde 5 Stunden 
wit einem sehr wirksamen Priiparat von Darmerepsin behandelt. 
Nach Erwirmen der Lésung auf 80° wurden die Girungs- 
versuche angestellt. 











eem CO, nach Minuten 
15 | 30 ; 45 60 120 
Ohne Vorbehandlung . . . 0,6 2,3 8,2 6,8 
Mit Erepsin behandelt . . 0,9 2,5 3,5 4,3 7,1 


Auch die Peptidase ist also wirkungslos. 


Co-Zymase und Phosphatase. 
Das Phosphatasepriiparat war aus Nieren hergestellt*) und 
war so aktiv, daB es unter denselben Bedingungen wie im 
Versuch mit Co-Zymase, eine 5°/,ige Lésung von Glycerin- 
phosphorsiure zu mehr als 50°/, spaltete. 1 ccm einer Co- 
Zymaselésung wurde mit 0,2 ¢ eines Phosphatasetrockenprii- 
parates wihrend 2 Stunden bei p,, = 9 behandelt. Nach Er- 
hitzung wurden -Girungsversuche angestellt: 








eem CO, nach Minuten 
oa 15 30 | 45 | 60 90 | 180 
Ohne Vorbehandlung . . 0,9 2,7 | 3,8 | 5,2 | 7,9 | 8,9 
Mit Phosphatase behandelt 0,9 25 | 3,7 5,2 — | 9,0 


Der Umstand, dali die Co-Zymase von der Phosphatase 
uicht angegriffen wird, ist deshalb von eimigem Interesse, weil 
der Gedanke vielfach ausgesprochen wurde, dab die Co-Zymase 
in Ester der Phosphorsiiure sei. 


Co-Zymase und Esterase aus Fettgewebe. 
Kuler’) hat festgestellt, dab, wenn man frisches Schweine- 
iett mit Wasser bei 40° extrahiert, der klar filtrierte Extrakt 
Athylbutyrat kriiftig spaltet. Eine Co-Zymaselésung wurde mit 


‘) Von Herrn Kand. H. Erdtman. 
Kuler, Hofm. Beitr. Bd. 7, S, 1 (1905). 
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dem gleichen Volumen eines Fettextraktes wiihrend 7 Stunde 
behandelt. Nach Erwiirmen wurden wie gewohnlich Giirunes- 
versuche angestellt: 





awe 


cem CO, nach Minuten 





i5 | 380 45 60 90 | 18 
= : = ! 
3 in | | a, 
Ohne Vorbehandlung . 13 | 20 | 80 | 3,8 5,0 4 
wae | Log | | 
Mit Esterase behandelt. . 6S | 15 | 22 | 28 3,7 


Die Giarung beginnt in der zweiten Probe etwas spiite 
als in der ersten, aber auch wenn man dies beriicksichtigt, 
findet man in der zweiten Probe eine etwas kleinere Co-Zymase- 
menge. Ob dies daraut beruht, daB die Co-Zymase you de 
iisterase gespalten wird, kénuen erst weitere Versuche zeigen. 
Immerhin ist die Wirkung sehr klein. 


Zerstorung der Co-Zymase in Organen. 

Die Co-Zymase kommt im Blut vor.') Untersucht ma: 
die Co-Zymasemenge in Blut zu verschiedenen Zeiten nac! 
dem Schlachten des Tieres, kann man bestimmen, ob im Bit 
ein co-zymasezerstérendes Enzym vorkommt, Euler und 
Nilsson!) fanden, daB die Co-Zymasemenge in Kaninchenblut 
nach 3 Stunden unverindert war. Ein zerstérendes Enzym 
kommt also, wenn iiberhaupt, nur in sehr geringer Menge vor. 

Da8 im Muskel Co-Zymase in erheblicher Menge vor- 
kommt, wissen wir aus Meyerhofs Versuchen.*) Untersuclit 
man indessen den Muskel lingere Zeit nach dem Tod des Tieres, 
ist die Co-Zymasemenge stark vermindert worden. Wir fanden 
in einem Fall nach 4 Stunden in Kaninchenmuskulatur nu 
die Hilfte der urspriinglichen Co-Zymasemenge. Nach den 
oben zitierten Arbeiten von Harden wiire es denkbar, dab 
die Co-Zymase von den Organlipasen zerstért wird. Nun ist 
allerdings die Lipasewirkung des Muskels so klein®), daf sie 
fiir die relativ schnelle Zerstérung kaum verantwortlich ge- 
macht werden kann. Andererseits gibt es im Serum Lipasen. 





1) Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 63 (1926). 
*) Meyerhof, Diese Zs. Bd. 101, S. 165 (1918); Bd. 102, S. 1 (1918). 
5) Rona, Biochem. Zs. Bd. 32, 8. 482 (1911). 
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Die Haltbarkeit der Co-Zymase im Blut kénnte indessen damit 
zusammenhiingen, daB sich die Co-Zymase in den Blutkérper- 
chen findet.?) 

Wir haben weiter die Kinwirkung von Leber- und Nieren- 
maceration auf zugesetzte Co-Zymase untersucht. Ein Co- 
Zymasepriparat von ACo = 5000 wurde mit dem gleichen 
Volumen Pferdeleber- bzw. Rindnierenmaceration gemischt. 
‘Aus 1 Teil Organ und 1 Teil Wasser. Versuchsbeginn etwa 
3 Stunden nach dem Tod der Tiere.) Sowohl unmittelbar wie 
nach 15 Stunden wurde 1 Teil des Breies auf 80° erwiirmt 
und der Co-Zymasegehalt durch Girungsversuche ermittelt: 





Girungsversuch: eem CO, nach 
Minuten 





15 | 30 | 45 | 60 | 75 | 165 





—— = 








Leb h Unmittelbar 0,3 | 0,7 | 1,2 | 1,8 | 23) 3,38 
seberversuch . . 

Nach 15 Stunden | 0,1 | 0,2 0,2 0,3 0,3 0,4 
- f Unmittelbar 0,3 | 0,7} 1,1; 1,9 | 2,4 | 3,4 
Nierenversuch | | 


Nach 15 Stunden 0,1 | 0,2 3 0,4 0,5 | 0,9 


Durch die Behandlung der Co-Zymase mit den Organ- 
breien ist eine starke Zerstérung eingetreten. Besonders durch 
Lebermaceration war die Wirkung stark. In diesen Organen 
gibt es also Enzyme, welche die Co-Zymase spalten. Ks ist 
noch zu friih, sich iiber die Art dieser Enzyme zu auBern. 


Verhalten der Co-Zymase zu Oxydationsmitteln. 

DaB die Co-Zymase fiir Oxydation wenig empfindlich ist, 
geht schon aus dem Umstande hervor, da auch gereinigte 
Lésungen davon an der Luft eingeengt werden kénnen. Wir 
pflegen unsere Lisungen so auf dem stark kochenden Wasser- 
bade einzuengen, da8B durch Dariiberblasen eines starken Luft- 
stromes die Temperatur auf etwa 60° gehalten wird. In dieser 
Weise kénnen Co-Zymaselésungen wihrend mehrerer Stunden 
ohne Schidigung behandelt werden. 





'’ Euler u. Nilsson, Diese Zs. Bd. 162, S. 63 (1926). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXY. 10 
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1 ccm eines gereinigten Co-Zymasepriparates (ACo = 20000) 
wurde mit 0,5 ccm 0,1 n-Kaliumpermanganatliésung versetzt. Dic 
Lésung war schwach sauer. (p, = etwa 3.) Nach 1 Stunde, 
wo alles Permanganat als Braunstein ausgefallt war, wurde 
durch einen Girungsversuch die Co-Zymasemenge bestimmt. H's 
zeigte sich, daf keine Co-Zymase zerstért worden war. Es 
wurden dann noch folgende Versuche angestellt: 1 ccm derselben 
Co-Zymaselésung wurde mit 2 ccm Permanganat versetzt. In 
einem zweiten Versuch wurde statt Permanganat so viel Wasser- 
stoffperoxyd zugesetzt, daB die Konzentration im Gemisch 4°) 
betrug. Nach Verlauf von 20 Stunden wurden in beiden Lisungen 
die Co-Zymasemengen bestimmt, nachdem in dem letzten Versuch 
das Wasserstoffperoxyd durch Permanganat zerstért worden war: 














eem CO, nach Minuten 
30 | 60 90 | 240 
Nicht vorbehandelt . . . . . . | 30 |.5,5 | 65 | 8,6 
Mit Permanganat. .... . . | 3,2 | 63 | 72 | 9,5 
Mit Wasserstoffperoxyd. ... . 3,0 5,8 | 6,5 9,1 





Durch diese starken Oxydationsmittel war also die Co- 
Zymase nicht im geringsten beeinflu8t worden. Weitere Versuche 
zeigten, daB 24stiindige Behandlung von 5 ccm Co-Zymaselésung 
mit 1g Permanganat eine Schidigung hervorrief, wobei doch 
eine Sorption am ausfallenden Braunstein in Betracht gezogen 
werden muf. Kine Behandlung mit 8°/, H,O, wiahrend 
24 Stunden ist wirkungslos. 


Zerstorung der Co-Zymase bei Bakterieninfektion. 


Wihrend unserer Arbeiten tiber Co-Zymase haben wir oft 
beobachtet, daB nach Infektion der Lésungen mit Bakterien 
die Co-Zymase schnell zugrunde geht. In ein paar Fallen 
haben wir den Vorgang naher untersucht. Wir fanden dann, 
daB die Bakterien (diese wurden nicht niher untersucht; die 
mikroskopische Beobachtung zeigte Diplokokken, die den ge- 
wohnlichen Milchsiurebakterien ahnlich waren) irgendwie die 
Co-Zymase resorbieren. Erhitzt man die infizierte Lésung, 
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werden die Bakterien getétet und die Co-Zymase wieder heraus- 


Zymase zerstort. 


Beispiel: 


Priifung des nicht infizierten Priiparats. 


celést. Bei weiterer Tatigkeit der Bakterien wird die Co- 





eem Co- 
Zymase 


0,06 
0.08 
0,10 
0,0 





CO,/Stunde fiir 1 


Priifung des Priiparats nach Infektion. 


Aus der '‘l'abelle 


1,40 
0,0 





ecm Co, in Stunden 


laBt sich 
ccm Praparat berechnen. 





eine 


2.0 


1,35 
2,40 
3,25 
0,0 


9° 


4,0 


1,90 
3,15 
4,10 
0,0 





2,25 
3,70 
4,90 
0,0 


Aktivitit von 


Vor Erhitzung. 


3,0 


18 ecm 
































cem Co- eem CQO, in Stunden 
| Zymase 1,0 1,5 20 | 25 | 35 | 4,0 
| 0,2 0,35 | 0,85 160 | 230 | 3,50 |! 3,80 
| 0,3 0,65 | 41,50 2,75 | 8,50 | 5,50 | 5,90 
| 0,4 0,65 | 190 | 365 | 5,35 | 7,80 | 8,60 
0,5 0,80 | 2,30 | 4,20 | 5,95 =| «8,50 «| 9,40 
0,0 00 | 00 | 00 | oo | 00 | 0,0 
Aktivitit des Praparats somit 1,6 ccm CO, /Stunde fiir 1 ccm. 
Priifung nach Erhitzung. 
t oom 
cem CO- eem CO, in Stunden 
Zymase 0,5 1,0 1,5 2.0 25 | 3,0 
0,2 1,10 2,30 3,40 4,20 4,80 | 5,40 
0,3 1,50 3,10 | 4,50 5,50 6,40 | 7,20 
0,4 2,20 4,20 | 6,00 7,50 8,60 | 9,70 
0,0 0,0 00 | 0,0 0,0 00 | 0,0 
Aktivitiit des Priparats 11 ccm CO,/Stunde fiir 1 ccm, 
14 Tage nach der Infektion wurde die Lésung sowohl 
direkt wie nach Erhitzung untersucht. In keinem Falle fanden 


wir Co-Zymase. 


10* 
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In einem zweiten Versuch wurde der Co-Zymasegehal: 
einer infizierten Liésung in derselben Weise vor und nach Er- 
hitzung mehrere Male bestimmt. Wir fassen das Resultat in 
folgender Tabelle zusammen: 



































Zeit in -_ 
Stunden | Aussehen . Girungsversuch: 
nach — Vor- cem CO, nach Minuten 
Herstel- 5 behandlung 
lung der Lésung | : | 
Lésung 80 | 60 | 90 | 120 | 150 | 180 | 210 
- eeepc caren = = eee = - - = = = | 
0 klar keine 0,8 | 5,5 | 8,2] 9,8 | 10,7 | 11,5 | 12,1 
24 klar keine — 4,017,4) 9,5 | — | — | 18,7 
48 etwas triib keine — | 2.1] 4,5] 6,2 7,2 | — | 8,5 
keine RO) —1Oot «1 O68) | —~ 
72 ‘+k trii f ? | ? »] | 
stark triib 1) | sta. bei 80° 1,3 |3,8'51; —| —| 86; — 
| keine 01| —/ 01; —| 0,1! — | 0,1 
96 | stark tritb }| 1 Std. bei 60°] 0,4 | 1,1) 1,7) 2,4 | — 8,7) 4,5 
| 1 Std. bei 70°] 0,3/ 1,2} 1,9/ 2,7] — |) 40) 45 
keine —}0,1/ 0,1] 0,1] 01!) 01) — 
120 tark triib | : ’ ? ] ] ) 
20 fatark triib 11 + sta. beiso?| —|0,2}0,3/ 03; 04/05! — 





Die Tabelle zeigt, daB die Bakterien die Co-Zymase re- 
sorbieren, anfangs ohne sie zu zerstéren. Durch Erwirmen 
der Lésung und Toten der Bakterien wird die Co-Zymase 
wieder frei. Nach laingerer Zeit zerstéren die Bakterien die 
Co-Zymase vollstindig. 

Diese Zerstérung der Co-Zymase durch Bakterien ist in- 
sofern von Interesse, als wihrend der Reinigungsversuche oft 
Infektion eintritt, da man zu den Loésungen, die durch Girungs- 
versuche geprift werden miissen, kein Antiseptikum zusetzen 
kann. 


Verhalten der Co-Zymase zu frischer Hefe. 


50 ccm Hefekochsaft wurden mit 1 g frischer Oberhefe R 
versetzt. Nach 18 Stunden wurde die Hefe abzentrifugiert. Das 


Priparat zeigte dann dieselbe Aktivitiit als Co-Zymase als vor 
Zusatz der Hefe. 











Zur Konstitution der Proteine. 
3. Mitteilung. 
Uber Proteine 
Von 


Stefan Goldschmidt. 


Mit 1 Figur im Text. 


Aus der organischen Abteilung des chemischen Instituts der technischen Hochschule 
Karlsruhe.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. Februar 1927. 


Vor einiger Zeit haben P. Brig] und R. Held?) in einer 
anschaulichen Rechnung darzulegen versucht, daB ein Aufbau 
der KiweiBstoffe nur aus Polypeptidketten oder Diketopiper- 
azinringen einem wesentlich héheren Kohlenstoffgehalt der 
Proteine als dem gefundenen entsprechen miBte. Um diesen 
Mehrgehalt der Proteine an Sauerstoff erkliren zu k6énnen, 
machen sie die Annahme, daB die Proteine Polypeptidketten 
enthalten, die durch die Carbonylgruppe harnstoffartig (1) an- 
einander gebunden sind. 

Um dieser Auffassung eine experimentelle Stiitze zu ver- 
leihen, haben sie an Modellbeispielen die Kinwirkung solcher 
Reagenzien gepriift, die auf andere Bindungen, nicht aber 
auf Polypeptidbindungen ansprechen. Das ist nach 
Goldschmidt und Steigerwald?) beim Hypobromit der Fall, 
das Polypeptide ohne freie Amidogruppe itberhaupt 


Qetiaennapitanscendenititniiiais 


) Diese Zs. Bd. 152, S. 230 (1926). 
”) Chem. Ber. Bd. 58, 1346 (19285). 
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nicht mehr angreift, wihrend Proteine damit reagieren. 
Brig] und Held haben deshalb die Einwirkung von Hypo- 
bromit auf das Carbonyl-diglycylglycin (II) untersucht und fest- 
gestellt, daB es entgegen den EKrwartungen — es enthilt keine 
freien Amidogruppen — von Hypobromit angegriffen wird. Sie 
ziehen daraus den Schlu8, daB die Feststellung von Gold- 
schmidt und Steigerwald, da8 die NH-CO-Bindung 
durch Hypobromit nicht angegriffen wird, fir dex 
Hall ureidartiger Bindung einzuschrinken ist und da 
der Hypobromitverbrauch der Proteine méglicherweise durch 
die Anwesenheit solcher Ureidbindungen erklairt werden kann. 


NH i peeeaie CH,-CO-NH-:.-. 
I co¢ 
ee CH,-CO-NH.----- 
NH. CH,-CO-NH- CH, -COOH 
II co 


\\NH-CH,-CO-NH-CH,- COOH 


Bei der groBen Wichtigkeit der Fragestellung haben wir 
es noétig befunden, die Giiltigkeit der friiher gefundenen Ge- 
setzmiiBigkeit erneut zu priifen. Es liBt sich zuniachst in ein- 
facher Weise zeigen, daB der Hypobromitverbrauch des Carbony}- 
diglycylglycins mit groBer Wahrscheinlichkeit durch eine vorher- 
gehende Hydrolyse desselben (Entbindung freier Amidogruppen 
durch Natronlauge) bedingt ist. Fihrt man namlich nicht wie 
Brig] das getan hat, die Reaktion unter vorherigem Auflisen 
in Natronlauge und nachherigem Zusatz von Hypobromit aus, 
sondern tragt die Substanz direkt in die schwach alkalische 
gekiihlte Hypobromitlésung ein, so erhilt man einen wesentlich 
kleineren Hypobromitverbrauch (Kurve II) als Brig] (Kurve I}. 
Setzt man dagegen der Hypobromitlésung unmittelbar nach 
dem Kintragen des Carbonyl-diglycylglycins Alkali zu (zur Ver- 
mehrung der Hydrolyse des Carbonyl-diglycylglycins), so steigt 
der Hypobromitverbrauch (III), bleibt aber immer noch weit 
unter den Werten von Brig] (I). Diese Steigerung des Hypo- 
bromitverbrauchs durch die Erhéhung der Alkalikonzentration 
in der Lésung steht in scharfem Gegensatz zn den Erfahrungen 








ee 
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an anderen Proteinen und Polypeptiden'), so daB der Melhr- 
verbrauch nicht etwa daraus erklirt werden kann. 

Im iibrigen konnten wir zeigen, daB schon die Verwand- 
lung einer Aminosiiure in die Carbaminsiure nach Siegfried 
geniigt, um die geforderte Reaktionstrigheit der NH-CO-Bindung 
cegen Hypobromit zu erzeugen. So verbraucht die Carbamino- 
essigsiure nur in dem Mafe Hypobromit, als eine Hydrolyse 
desselben unter Bildung von Glykokoll stattfindet, das dann 
vom Hypobromit angegriffen wird (Kurve IV und V). 
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Zeit inMinuten ; a m3 70 TED 
Damit kann jedenfalls als erwiesen gelten, das 
die Ureidbindung von der von Goldschmidt und Steiger- 
wald gefundenen RegelmiBigkeit nicht auszunehmen 
ist und daB das Carbonyl-diglycylglycin fiir die Beantwortung 
der von Brigl aufgeworfenen Fragestellung kein geeignetes 
Material bildet. Sein Verhalten kann nicht fiir oder gegen 
das Vorkommen von Diketopiperazinringen in Proteinen ge- 
deutet werden. 





') Wie an anderer Stelle gezeigt wird, nimmt der Hypobromit- 
verbrauch von Polypeptiden und Aminosiuren mit steigender Alkali- 
konzentration der Lisung ab. Dort erfolgt auch die theoretische Be- 
griindung dieses eigenartigen Verhaltens. 
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Wir haben schlieBlich noch versucht, auf die Anwesenheit 
von Ureidbindungen in Proteinen noch auf anderem Wege zu 
prifen. Da man erwarten darf, daB etwa in Proteinen vor- 
kommende Ureidbindungen durch langes Erwirmen mit Natron- 
lauge unter Bildung von Kohlendioxyd gelést werden, haben 
wir Albumin aus Hiihnerei etwa 3 'l'age mit kohlensiurefreier 
Natronlauge auf 100° erhitzt; dann haben wir nach dem An- 
siuern mit Phosphorsiure die eventuell gebildete Kohlensiiure 
in n/10-Barytlauge durch Wasserdampf iibergefiihrt. Die Riick- 
titration unverbrauchter Barytlauge ergab nur einen minimalen 
Gehalt an Kohlendioxyd, der innerhalb der Versuchsfebler liegt 
(etwa 0,4—0,5°/, des Proteins). 

Man kann die beiden Versuche dahin deuten, dat 
sie keinen Anhalt fiir das Auftreten von Ureidbin- 
dungen in Proteinen liefern. Man wird also eher geneigt 
sein, den Mehrgehalt an Sauerstofi in den Proteinen auf das 
Konto von Oxy-aminosiuren und ihre ringartigen Verkettungen ‘) 
zu setzen, wie sie von Bergmann und Karrer?) diskutiert 
werden. 


Beschreibung der Versuche. 
Glycylgiycinester. 
(Bearbeitet von Hermann Dimroth.) 

Die Darstellung erfolgt nach den Angaben von E. Fischer®); 
nur ist es zweckmiBig, die doppelte bis dreifache der an- 
gegebenen Menge Alkohol zu nehmen und méglichst rasch mit 
Salzsiure zu sittigen. 


Carbonyl-diglycylglycin. 

Man fihrt die Verseifung des Esters in der Weise aus, 
daB man in die siedende wiBrige Lésung unter Zugabe von 
Phenolphthalein als Indicator die berechnete Menge Alkali in 
dem Ma8e zutropfen liBt als es verbraucht wird. 





') Chem. Ber. Bd. 56, S. 1280 (1923); diese Zs. Bd. 131, S. 1 (1928). 
*) Hely. chim. act. Bd. 7, S. 762 (1924). 
*) Chem. Ber. Bd. 34, S. 2868 (1901); Bd. 35, S. 1095 (1902). 
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Abbau durch Hypobromit. 


Das Carbonyl-diglycylglycin wird in 100 ccm Bromlauge 
von wechselndem Alkaligehalt bei 0° gelést; die Lésung tritt 
beim Umschiitteln beinahe augenblicklich ein. Nach gemessenen 
Zeiten wurden dann der Lésung je 10 ccm entnommen und 
der Gehalt an unverbrauchtem Hypobromit wie friiher he- 
stimmt. 

Der Alkaligehalt der Bromlauge wurde nach der Zerstiérung 
des Hypobromits durch Wasserstoffsuperoxyd durch Titration 
mit n/10-HCl bestimmt. 

Konzentration der Bromlauge: 0,428/n (bezogen auf Sauer- 
stoffaquivalent). 

Versuch A: Alkaligehalt 0,018-n. 0,1561 g Subst. Es ver- 
brauchten nach 2'/, Min. 10 com der Lésung 40,6 ccm; 5 Min. 
39,1 com; 11 Min. 37,5 com n/10-Thiosulfat. 

Versuch B: Die gleiche Lésung wie unter A wurde mit 
elnigen Tropfen 50°/,iger Kalilauge versetzt. 

Alkahtat etwa 0,2-n. 3 Min.: 38,8 ccm; 6 Min.: 37,6 ccm; 
12 Min.: 36,22 com n/10-Thiosulfat. 


Erhitzen von Albumin mit Natronlauge. 
(Bearbeitet von Harbauer.) 


Albumin wurde mit viel tiberschiissiger verdiinnter Natron- 
lauge, die durch Auflésen von Natrium in CO,-freiem Wasser 
gewonnen war, mehrere ‘age in Stickstoffatmosphire — um 
eine sekundire Bildung von Kohlensiure durch Oxydation aus- 
zuschlieBen aut dem Wasserbade auf 100° erwirmt. Dann 
wurde mit verdiinnter Phosphorsiure angesiuert und eventuell 
gebildete Kohlensiiure durch Wasserdampf in eine gemessene 
Menge n/10-Barytlauge iiberdestilliert; die Kohlensiiure wurde 
in bekannter Weise bestimmt. 





3,0110 g Subst. verbrauchten nach 38tigigem Erwirmen 0,605 ccm 
»/10-Barytlauge. 

3,019 g Subst. verbrauchten nach 2'/, tigigem Erwiirmen 0,645 ccm 
n 10-Barytlauge. 
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Einwirkung von Hypobromit auf carbaminoessigsaures Barium. 


(Bearbeitet von Kgon Wiberg.) 


A. 0,34 g¢ Bariumsalz!) wurden mit 10 ccm 0,285 n-Kali- 
lauge bei 0° versetzt und dann 40 ccm 0,6498 n-Kaliumhypo- 
bromitlésung (KOH = 0,22 n.) zugefiigt. Zur Titration wurden 
nach gemessenen Zeiten je 5 ccm entnommen. Die Temperatur 
blieb dauernd bei 0°. 

Es wurden verbraucht nach 1 Min. 25,58 ccm, nach 10 Min. 
25,29 ccm, nach 35 Min. 25,09 ccm, nach 68 Min. 24,75 ccm 
1/,, n-Thiosulfat. 

B. In einem zweiten Versuch wurden 0,34 g Bariumsalz 
mit 380 ccm !/,, n-Salzsiiure so lange erwiirmt, bis alle Kohlen- 
siure ausgetrieben war. Dann wurde auf 0° gekiihlt, 10 ccm 


0.3 n-Kalilauge + 40 com 0,6498 n-Kaliumhypobromitlésung 


(KOH = 0,22 n) zugefiigt und mit destilliertem Wasser (alles 
von 0°) auf 100 ccm aufgefiillt. 

Im iibrigen verfuhr man wie oben. 

Es wurden verbraucht nach 1 Min. 9,1 ccm, nach 10 und 
39 Min. 9,0 com n/10-Thiosultat. 

Ks ergab sich zugleich Reinheit des angewandten Barium- 
salzes — frei von Carbonat — durch Vergleich mit Verhalten 
des Glycins selbst. 


‘) Chem. Ber. Bd. 39, 8. 398 (1906). 








eee 








Uber die Natur der Charcot-Leyden-Béttcher-Neumann- 
Krystalle. 
Von 
Fritz Wrede, Franziska Boldt und Ella Buch. 


(Mit 3 Figuren auf Taf. IJ,) 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Februar 1927.) 


Die sogenannten Charcotkrystalle finden in der medizini- 
schen Literatur vielfach Erwihnung. Sie wurden zuerst von 
Charcot und Robin!) in einer leuki’mischen Milz gefunden. 
Spaiter wurden Krystalle von gleichem Aussehen von Leyden?) 
im Asthmasputum gefunden und als ein Charakteristikum und 
diagnostisches Hilfsmittel fiir diese Krankheit erklirt. Bétt- 
cher’) machte die Beobachtung, daB ,,dieselben Krystalle“ in 
reichlicher Menge sich bilden im menschlichen Sperma, ,und 
zwar in dem Plasma desselben beim Ejintrocknen“. In einem 
Nachtrag zu seiner Arbeit teilt Béttcher mit, daB er die 
Krystalle auch an der Oberfliche von alten pathologisch- 
anatomischen Priaparaten gefunden habe. Die Ahnlichkeit 
der Abbildungen der von Boéttcher und von anderen 
Forschern beschriebenen Krystalle li8t unter Zuziehung der 
gleichen physikalischen und chemischen Eigenschaften — so- 
weit solche gepriift waren — eine Identitat der Krystalle 
kaum bezweifeln. 

Ks sind spiiter noch sehr zahlreiche Abhandlungen iiber 
die Charcotkrystalle erschienen, und zwar solche, die das Vor- 
kommen der Krystalle bei gewissen Krankheitszustiinden und 





') Charcot u. Robin, Compt. rend. de la soe. biol. 1853 8S. 43. 
*) Leyden, Arch. (Anat. u.) Physiol. Bd. 54, 8. 324 u. 346 (1872). 
*) Bétteher, Arch. (Anat. u.) Physiol. Bd. 32, $. 525 (1865). 
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in verschiedenen Organen, als auch solche, die sich mit de 
chemischen Natur der Krystallsubstanz’ befassen. Trotz diese: 
zahlreichen Arbeiten herrscht aber hinsichtlich des letzten 
Punktes noch vollige Unklarheit. 

Im folgenden mégen die EKigenschaften der oft beschriec- 
benen Krystalle nochmals angefiihrt werden. MHinsichtlich de: 
Beschreibung herrscht im groBen und ganzen vollkommene 
Ubereinstimmung. Die hier angefiihrte Darstellung folgt de 
von Zenker), welcher schreibt: ,,.Die in Rede stehenden Kry- 
stalle fand ich in drei Fallen von lienaler Leukimie in der 
Milz, und zwar im Falle 1 und 2 in sehr groBer Menge, in 
Falle 2 waren alle Priparate mit unziahlichen Krystallen iiber- 
sit, wihrend sie beim Falle 3 sich nur sehr spiirlich fanden. 
Auch im Blut fand ich sie im Falle 1 in groBer Menge, am 
zahlreichsten in der Milzvene. In dem dem lebenden Kranken 
3 Wochen vor dem Tode entnommenen Blut waren sie noch 
nicht vorhanden gewesen. — Die Krystalle waren in allen 
Kallen sehr klein. Die kleinsten bei 500facher VergréBerung 
nur eben noch als Krystalle kenntlich, die gréf8ten 0,017 mm 
lang und 0,005 mm breit. Ihrer Form nach zeigten sie sich 
als langgestreckte Octaeder. Bei den meisten waren die 
stumpfen Winkel so abgestumpft, dab sich die Krystalle als 
schmale, fein zugespitzte Spindeln?) darstellen. Bei einzelnen 
dieser Spindeln waren eine oder beide Spitzen abgestumpitt 
oder anscheinend abgebrochen, so da® dann die Krystallform 
ganz verwischt erschien. Die Krystalle waren farblos, wenn 
auch einige der kleineren zuniichst einen bliulichen oder gelb- 
lichen Schein zeigten, der jedenfalls nur auf optischer iuschung 
beruhte. Was die mikrochemische Reaktion der Krystalle be- 
trifft, so fand ich sie im Wasser unléslich, dagegen wurden 
sie durch Essigsiure, Schwefel- und Salpetersiure, durch Atz- 
kali und Atzammoniak vollstiindig aufgelist. Die Krystalle 
waren noch 5 Wochen nach der Sektion in dem stark ge- 
faulten Blut in Mengen vorhanden. In einer Blutprobe fanden 
sie sich sogar noch nach 5 Jahren in groBer Zahl vor. Es 





) Zenker, Deutsches Arch. f. klin. Med. Bd. 18, S. 128 (1876). 
*) Zenker, a. a. QO. Bd. 18, S. 129 u. 180, Fig. 1 u. 2. 
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spricht dies fiir eine enorme Resistenz der Krystalle gegen 
Faulnis.“ ) 

Hinzugefiigt werden mag noch, da andere Forscher!) 
iibereinstimmend fanden, daB die Krystalle nicht léslich sind 
in Alkohol, Ather, Chloroform und Glycerin, wohl aber in 
heiBem Wasser. Ihre Form ist so eigentiimlich und charak- 
teristisch, daB an der Identitét der aus verschiedenem Material 
— leukiimischen Organen, Asthmasputum, Sperma, Knochen- 
mark normaler Leichen — gewonnenen Krystalle kaum ge- 
zweifelt werden darf. Krystalle von gleicher oder auch 
nur fhnlicher Form und ihnlichen Ldslichkeits- 
verhaltnissen sind unseres Wissens sonst nirgend wo 
beobachtet worden. 

Die wichtigsten Arbeiten, die sich mit der Natur der 
Charcotkrystalle befassen, und die in der Literatur hiufig 
angefiihrt werden, sind die folgenden: 

1. Schreiner?) gibt eine ziemlich eingehende Ubersicht 
iiber das Schrifttum, das im Jahre 1878 iiber die Krystalle 
vorlag. Er stellt als erster und — bis zu den Arbeiten 
Wredes 1924 — als letzter die Krystalle in einer offenbar 
ziemlich reinen Form dar (und zwar aus menschlichem Sperma) 
und versucht, sie zu analysieren. Er kommt dabei zu dem 
SchluB, daB die Krystalle das schwerlésliche Phosphat einer 
Base C,H,N seien. Er nennt die Base Spermin. Wie nach- 
her gezeigt werden wird, haben die Feststellungen Schreiners 
ihre Berechtigung, wenn auch die von ihm angegebene Me- 
thode zur Isolierung der Krystalle sich nicht wiederholen li8t, 
und wenn auch seine Formel fiir die Base sich als falsch er- 
wiesen hat. Schreiner isolierte das Phosphat des Spermins 
iibrigens auch aus Organen von leukiimischen Menschen und 
aus denen von normalen Tieren und Menschen und gibt an, 
dai die Krystalle alle miteinander identisch seien. 

Diese Ansicht Schreiners, da die Charcotkrystalle aus 
Sperminphosphat bestehen sollen, ist in der Folge kaum wieder 
diskutiert worden. War ja auch die Existenz und die Natur 


*) z. B. Neumann, Arch. f. mikr. Anat. Bd. 2, 8. 508 (1866). 
*) Schreiner, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 194, S. 68 (1878). 
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des Spermins bis vor kurzem héchst zweifelhaft —. Nach 
unseren Feststellungen besteht Schreiners Ansicht zu Recht. 
wie unten gezeigt werden soll. 

2. Gumprecht?) gibt ebenfalls nochmals eine Ubersicht 
iiber die in der Literatur geiuBerten Ansichten betreffs der 
Natur der Krystalle. Sein Vortrag gipfelt in den Worten: 
,daB die Charcotschen Krystalle alle wichtigen EKiweiBreak- 
tionen geben, und demnach aus Eiweif bestehen. Das Eiweil 
der Knochenmarkskrystalle scheint die Rolle eines Reserve- 
elweiBes zu spielen‘. 

Die Hauptargumente Gumprechts fiir seine Ansicht sind 
folgende: er fand, daB die Charcotkrystalle doppelbrechend 
sind; daB sie sich in Sduren und Laugen lésen (was andere 
Forscher auch schon festgestellt hatten); daB sie sich in 
warmem Wasser lésen; daf sie mit Alkaloidreagenzien, speziell 
mit Sublimat ,,in ihren Grundeigenschaften total veriindert 
werden“; daf sie verdaulich sind (er benutzte als Verdauungs- 
fliissigkeit Pankreatin in einer 0,3°/,igen Sodalésung); dab sie 
sich mit Farbstoffen, namentlich mit Kosin, fiairben. Auch 
sollen sie gewisse KiweiBproben geben, wie die Xanthoprotein- 
reaktion, ebenso die Millonsche Reaktion. (Wie er aller- 
dings diese Reaktionen ausfihren konnte, da ihm die Isolie- 
rung der Krystalle nicht gelungen war, ist nicht ersichtlich. 
Auf Grund dieser Eigenschaften zieht Gumprecht den 
SchluB, daB die Krystalle aus EiweiB bestehen miissen. Es 
mége hier schon erwaihnt werden, daB das reine Spermin- 
phosphat sich genau gleich verhalt, obwohl es mit EKiweif 
in seinem Aufbau nichts zu tun hat. U.a. lést es sich auch 
in einer 0,3°/,igen Sodalésung auf. Die ,,Verdauung“ der 
Charcotkrystalle diirfte wohl eine eimfache Lésung auf Grund 
einer Anderung der Wasserstoffionenkonzentration bedeuten. 
Allerdings gibt Sperminphosphat keine Xanthoproteinreaktion. 
Wir méchten aber die von Gumprecht positiv gefundene 
Probe als nicht allzu beweisend annehmen, da er seine Krystalle 
nicht vom Eiweif trennen konnte. Gegen die Ansicht 





’ Gumprecht, Verhandlungen des 20. Kongr. f. innere Med. 
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Gumprechts spricht schon die Tatsache, daB die Charcot- 
krystalle jahrelang auch in Fiéulnisgemischen haltbar sind. 
Ks diirfte wohl kaum einen EiweiBstoff geben, der solche 
Resistenz zeigt. 

3. Floderer') fand eine grofe Menge der Charcot- 
krystalle im Kiter eines Empyems. Thm gelang es, die Kry- 
stalle zu isolieren. Der Kiter, in dem das Vorhandensein eines 
reichlichen Gehalts an Krystallen konstatiert war, wurde mit 
dem doppelten Volum Alkohol gefallt, nach 48 Stunden wurde 
filtriert und mit 60°/,igem Alkohol nachgewaschen. Der 
Niederschlag wurde mit heiBem Wasser extrahiert, das filtrierte 
Kxtrakt wurde zum Sirup eingedampft. ,,Nach mehrwéchent- 
lichem Stehen war der Sirup zu einem Krystallbrei erstarrt, 
in dem sich zahlreiche Krystalle von der schon makroskopiscli 
erkennbaren Form der Charcot-Leydenschen Krystalle be- 
fanden, einzelne von einer Linge von 3—4 mm. Die Krystalle 
waren farblos. Isoliert zeigten sie neutrale Reaktion, waren in 
kaltem Wasser schwer, in heiSem leicht léslich, unléslich in 
Alkohol, Ather und Chloroform, zeigten beim Erhitzen reich- 
liches Aufschiumen und hinterlieBen eine Asche, in der Phos- 
phorsiiure reichlich nachgewiesen werden konnte. Die wiib- 
rige Lésung ergab Biuretreaktion und Fallung mit Gerbsiiure, 
Phosphorwolframsiure und Sublimat. Die Krystalle farbten 
sich mit Jodjodkalium nicht dunkel. Diese EKigenschaften 
zeigten mit den bisherigen Angaben iiber Charcot-Leyden- 
sche Krystalle volle Ubereinstimmung. 

Wichtig an der Beobachtung Floderers ist hauptsiich- 
lich das Vorkommen von Phosphorsiure in den Krystallen. 
Auch alle anderen Eigenschaften sprechen dafir, daB es sich 
nur um Sperminphosphat handeln kann. 

4. Kine scheinbar exakte krystallographische Untersuchung 
stammt von Cohn.?) Er behauptet, daB die Charcotkrystalle 
sich yon den Spermakrystallen unterscheiden, und zwar sollen 
die beiden Krystallarten verschiedenen Krystallsystemen an- 
gehoéren (niimlich die Spermakrystalle dem monoklinen, die 





*) Wiener klin. Wochenschr. Bd. 16, S. 276 (1903). 
7) Cohn, Dt. Arch. f. klin. Med. Bd. 54, S. 515 (1894). 
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Charcotkrystalle dem hexagonalen System). Zu bedenken ist, 
daB Cohn beide Krystallarten im isolierten Zustand nicht zur 
Verfiigung hatte, und da die Untersuchung, die er an sel 
verschieden gro8en Krystallen in durchaus_ verschiedenen 
Medien anstellte, doch wohl einigen Grund zur Skepsis geben 
diirfte. Solange die Krystalle nicht isoliert werden kénnen, 
diirfte eine krystallographische Untersuchung immerhin nur 
mit Vorsicht aufzunehmen sein. Unsere krystallographischen 
Untersuchungen, die zum Teil im Greifswalder mineralogischen 
Institut ausgefiihrt wurden, gaben kein positives Resultat. Die 
Untersuchung stie{ — hauptsichlich wegen der Kleinheit dey 
Charcotkrystalle und wegen ihrer Nichtisolierbarkeit 
erhebliche Schwierigkeiten. 

5. Eine interessante weitere Hypothese ist die, daB die 
Charcotkrystalle iiberall dort zu finden seien, wo reichlich 
eosinophile Zellen nachweisbar sind. Nach Lewy?) sollen sie 
eine gleiche Zusammensetzung haben wie die eosinophilen 
Granula. Fiir diese an sich interessante Hypothese in der 
Literatur irgendwelche Beweise aufzufinden, ist uns nicht ge- 
lungen. Sie scheint auch auf schwachen FiiBen zu_stehen, 
trotzdem sie in vielen Lehrbiichern und Sammelwerken Aui- 
nahme gefunden hat. 

Im Laufe der letzten Jahre hat sich Wrede?’) mit der 
Natur des von Schreiner isolierten Spermins eingehend be- 
faBt. Ebensowenig wie anderen Forschern, die sich vorher 
des 6fteren mit der Sperminfrage beschiftigt haben, wollte es 
gliicken, nach der alten Vorschrift von Schreiner die typi- 
schen, schwerléslichen Krystalle zu isolieren. Es gelang zu- 
Jetzt nach einer wesentlich abgeinderten Methode, das Spermin 
als Chloroaurat, als Phosphat und in Form anderer Salze aus 
Sperma zu isolieren, und zur Analyse zu bringen. Die 
Formel Schreiners fiir das Spermin erwies sich als un- 
richtig. Das Spermin hat die Formel C,,H,,N,, das Spermin- 
phosphat hat die Formel C,,H,,N,-2H,PO,+6H,O. Nach- 


aut 








1) Lewy, Berl. klin. Wochenschr. 1900 8. 730. 
2”) Wrede, Diese Zs. Bd. 131, S. 88 (1923); Bd. 188, S. 119 (1924): 
Bd. 153, S. 291 (1926); Bd. 161, S. 66 (1926); Bd. 163, S. 219 (1927). 
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dem gezeigt war, da8 das Spermin sich nicht nur im Sperma 
sondern in fast simtlichen Organen des tierischen Kérpers 
findet, konnten grébere Mengen des Spermins dargestellt 
werden. Als besonders geeignet zur Darstellung erwies sich 
die Pankreasdriise vom Rind, in der sich 0,054°/,, Spermin 
fand. Nachdem geniigende Mengen des Spermins durch Ver- 
arbeitung mehrerer Zentner Pankreasdriisen gewonnen waren, 
konnte auch die Frage der Konstitution des Spermins neuer- 
dings gelést werden. Danach ist die Formel des Spermins: 


NH,(CH,),NH(CH,), NH(CH,),NH, 


Auch die Synthese des Spermins wurde vor kurzem durch- 
sefiihrt. 

Das Phosphat des Spermins besitzt ganz und gar die 
Kigenschaften, die die Charcotkrystalle auch aufweisen. Zum 
Vergleich mogen die beigefiigten Figuren dienen, von denen die 
eine ein aus heibem Wasser umkrystallisiertes Sperminphos- 
phat zeigt, wihrend zwei andere Photogramme einige Kry- 
stalle aus emer leukiimischen Milz darstellen. Beide Krystall- 
formen sind dem Anblick nach durchaus iibereinstimmend. 


Auch die Léslichkeit des Sperminphosphates unterscheidet 
sich in keiner Weise von der der Charcotkrystalle. Sie sind 
in kaltem Wasser fast unléslich, wenig léslich in heiBem 
Wasser, aus dem sie umkrystallisiert werden kénnen. Sie sind 
sehr empfindlich gegen Anderung der Wasserstoffionenkonzen- 
tration. Auf Zusatz geringer Mengen Siuren oder Laugen 
lésen sie sich glatt auf, ebenso wie das von den Charcot- 
krystallen beschrieben ist (vgl. oben). 


In bezug auf die Firbbarkeit besteht ebenfalls gleiches 
Verhalten. In der Literatur ist beschrieben, daB die Charcot- 
krystalle sich namentlich mit Kosin gut anfarben. Auf Zusatz 
einer Kosinlésung zu Sperminphosphatkrystallen wandert der 
Farbstoff fast quantitativ in die Krystalle hinein und es bildet 
sich offenbar eine salzartige Verbindung zwischen EKosin und 
Spermin. Dabei kann die Krystallform unter Umstiinden er- 
halten bleiben: An Stelle des Sperminphosphats ist eine fein- 
kérnige, rote Fiallung getreten, die in ihrem Zusammenhang 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXYV. 11 
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die Krystallform des Sperminphosphats vortauschen kann. 
Schiittelt man derartige scheinbare Krystalle in ihrer wiBrigen 
Suspension, so zerfallen sie in ein feines, rotes, amorphes 
Pulver. — Das Verhalten der Charcotkrystalle ist nur schein- 
bar ein etwas anderes; denn sie sind bei der Fiarbung fest in 
ein Substrat von Eiweif’ usw. eingebettet. Nehmen sie den 
Farbstoff auf, so wird die Form des urspriinglichen Krystalls 
selbstverstiindlich erhalten bleiben miissen, da die Verbindung 
des Farbstoffs mit Spermin sich gewissermafen in einer hohlen 
Form befindet. 

Ebenso wie die Charcotkrystalle sich nach Gumprechts 
Ansicht (vgl. oben) mit Sublimat veriindern, tun dies die 
Sperminphosphatkrystalle. Auch hier bildet sich eine triibe, 
amorphe, kérnige Masse, eine Verbindung zwischen Spermin 
und Sublimat, die hiufig die Form des urspriinglichen Phos- 
phatkrystalls beibehilt. 

Da die Charcotkrystalle als solche wegen ihrer geringen 
Masse nicht isolierbar und analysierbar waren, wurde unter- 
sucht, ob die Organe, in denen sich diese Krystalle finden, 
gegeniiber normalen Organen eine wesentliche Vermehrung 
ihres Gehaltes an Spermin und Phosphorsiiure zeigten. Zur 
Untersuchung wurden Milzen von méglichst normalen Menschen 
auf Spermin und Phosphorsiure analysiert, andererseits solche 
Milzen von Leukamieleichen, die einen reichen Gehalt an 
Charcotkrystallen aufwiesen. 

In der normalen menschlichen Milz wurden durch- 
schnittlich gefunden: 

0,026°/,, Spermin und 2,26°/, P,O,. 

In Leukimiemilzen wurden durchschnittlich gefunden: 

0,066°/,, Spermin und 3,65°/, P,O,. 

Es geht daraus hervor, daB die Organe, in denen sich 
Charcotkrystalle finden, wesentlich reicher sowohl an Spermin 
als auch an Phosphorsiure sind. Damit ist ein sehr wesent- 
licher weiterer Wahrscheinlichkeitsbeweis dafiir erbracht, dab 
die Charcotkrystalle aus Sperminphosphat bestehen. Ubrigens 
ist die Menge der Phosphorsiure in den Organen eine sehr 
viel gréBere, als zur Bildung des Phosphats aus dem vorhan- 
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denen Spermin nétig ware. 1g Spermin brauchen etwa 0,7 ¢ 
P,O, zur Bildung des Sperminphosphats C,,H,,N,-2H,PO,+6H,0. 
In den Organen ist annihernd 200mal mehr Phosphor vor- 
handen, als im Sperminphosphat gebunden ist. Merkwiirdiger- 
weise ist also in den leukimischen Milzen auch der Phosphor- 
gehalt wesentlich gesteigert. 


Versuchsprotokolle. 

Die Charcotkrystalle wurden meistenteils in Ausstrich- 
priaparaten von Milzen oder vom Knochenmark leukimischer 
Leichen gefunden. Untersucht wurden hauptsichlich Fille 
von myeloischer Leukiimie. 

Im iibrigen konnten jederzeit Charcotkrystalle erhalten 
werden aus dem Knochenmark normaler Leichen. Dazu werden 
etwa bohnengrofe Stiicke vom Knochenmark aus einem Wirbel- 
kérper entnommen, mit wenig Wasser befeuchtet, und in einem 
gut verschlossenen Glaschen mehrere Tage bei Zimmer- 
temperatur hingestellt. Driickt man dann mit einem Spatel 
etwas Fliissigkeit aus dem Gewebe heraus und macht von ihr 
Abstriche, so findet man meist Krystalle, die alle die Kigen- 
schaften der Charcotkrystalle zeigen. Scheinbar bilden sich 
die Krystalle nicht regelmiBig im Knochenmark von au Tuber- 
kulose Verstorbenen, Auch aus tierischen Wirbelkérpern 
(Rind, Schwein) konnten die Krystalle nur gelegentlich erzeugt 
werden. 


Phosphorsaure-Analysen. 

Die Phosphorsiurebestimmungen wurden teils nach Neu- 
mann auf titrimetrischem Wege, teils nach Pregl durch 
Schmelzen der Substanz mit Soda—Salpeter im Sauerstoff- 
strom, Fallen und Wagen der Phosphorséiure als Ammonium- 
phosphormolybdat ausgefiihrt (Mikromethode). Von den Milzen 
wurden meist 10 g frisch abgewogen, auf dem Wasserbade 
miéglichst zur Trockne gebracht und dann im Vakuumexsiccator 
iiber Schwefelsiiure bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Die 
gut durchgemengte, fein pulverisierte Masse wurde zu den 


Analysen verwandt. 
fe 
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1. Milz einer durch Ungliicksfall ums Leben gekommenen 
Person: 
10 g frische Milz ergaben beim Trocknen im Vakuum iiber H,SO. 
2,08 g Trockenpulver. 
19,34 mg Trockenpulver gaben 14,609 mg Ammoniumphosphor- 
molybdat. 
19,5 mg Trockenpulver gaben 14,63 mg Ammoniumphosphor- 
molybdat. 
Gefunden 2,51°/, P,O; 
2.49 ,, 


+) 


2. Milz einer durch Unfall umgekommenen Person: 

10 g Milz ergaben beim Trocknen im Vakuum iiber H,SO, 2,303 g 
‘Trockenpulver. 

20,44 mg Trockenpulver gaben 12,497 mg Ammoniumphosphor 
molybdat. 

20,370 mg Trockenpulver gaben 12,485 mg Ammoniumphosphor 


molybdat. 
Gefunden 2,03°/, P.O, 


203, 

3. Milz einer myeloischen Leukimie (Leipzig): 

10 g Milz ergaben beim Trockuen im Vakuum iiber H,SO, 2,30 ¢ 
Trockenpulver. 

17,323 me Trockenpulver gaben 19,458 mg Ammoniumphosphor- 
molybdat. 

22,472 mg Trockenpulver gaben 25,172 mg Ammoniumphosphor- 
molybdat. 

21,243 mg Trockenpulver gaben 23,92 mg Ammoniumphosphor- 
molybdat. 

Gefunden 3,73°/, P,O, 
9 3,73 9 ”? 


3,75 
” ? ” ” 


4, Milz einer myeloischen Leukamie (Bonn): 


6 g Milz ergaben beim Trocknen im Vakuum iiber H,SO, 1,34 g 
Trockenpulver. 


23,7 mg Trockenpulver gaben 25,4 mg Ammoniumphosphormolybdat. 


18,64 ,, 2 » 20,0 ,, . 
21,32 ,, “ 5 mae 
Gefunden 3,57°/, P.O, 
9 3,57 ’) PB] 


> ] 3,96 9 9 




















Uber die Natur der Charcot-Leyden-Béttcher-Neumann-Krystalle. 165 


Sperminanalysen. 


Die Bestimmung des Spermins wurde nach den Angaben 
von Wrede?) vorgenommen, das Spermin wurde als Phosphat 
bei einer Wasserstoffionenkonzentration von 7,0 gefallt. Das 
Phosphat wurde in wenig Salzsiiure gelést und als Chloroaurat 
cefillt, getrocknet und gewogen. Das Gewicht des Chloro- 
aurats (Mol.-Gew. = 1634):8 gibt die Menge des freien Spermins 
Mol.-Gew. 202). 

1. Milz eines durch Unfall umgekommenen Menschen: 

i00 g gaben 18 mg trocknes Chloroaurat = 2,25 mg freies Spermin. 

Gefunden 0,023°/,, Spermin. 
2. Milz eines durch Unfall umgekommenen erwachsenen 
Madchens: 
190 g gaben 44 mg Chloroaurat = 5,5 mg freies Spermin. 
Gefunden 0,029°/,, Spermin. 

3. Milz einer Myeloblastenleukiimie: 

300 g gaben 180mg Chloroaurat = 23,0 mg freies Spermin. 
Gefunden 0,077°/,, Spermin. 

4. Milz einer myeloischen Leukimie: 

500 g gaben 240 mg Chloroaurat = 30 mg freies Spermin. 
Gefunden 0,06°/,, Spermin. 

5. Milz einer subakuten Leukimie: 

370 g gaben 210 mg Chloroaurat = 26,0 mg freies Spermin. 
Gefunden 0,07°/,, Spermin. 

6. Milz einer myeloischen Leukimie: 

840 ¢ gaben 385 mg Chloroaurat = 48 mg freies Spermin. 
Gefunden 0,057°/,) Spermin. 


Zusammenfassung. 


Die von Charcot, Leyden, Neumann, Bottcher wa. 
beobachteten Krystalle, die sich im Knochenmark, im Blut 
und in der Milz bei verschiedenen Krankheiten, besonders bei 
Leukimie, sowie im Sputum bei Asthmakranken finden, sind 
héchstwahrscheinlich identisch mit den sogenannten Samen- 
krystallen, die sich beim Stehen vom menschlichen Sperma 


1) Diese Zs. Bd. 153, S. 302 (1926). 
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spontan bilden. Da die Natur dieser Samenkrystalle bekan):: 
ist (Sperminphosphat C,,H,,N,-2H,PO, + 6H,0), diirfte somi 
auch die Frage nach der Natur der Charcotkrystalle eo. 
lést sein. 

Als Beweis fiir die Identitét der Charcot- und Spermin- 
phosphatkrystalle gilt 

1. die gleiche, héchst eigentiimliche Form bei mikroskop)- 
scher Betrachtung, 

2, die gleichen Léslichkeitsverhaltnisse in Wasser, Saure: 
Laugen und organischen Lésungsmitteln, 

3. die Reaktion mit gewissen Alkaloidreagenzien (Sublimat 
und mit Farbstoffen (Kosin), 

4, die Mengenverhiltnisse von Spermin in Organen (Milz 
von normalen Menschen und in solchen, die an Leukimie ver- 
storben waren. Letztere enthielten annihernd dreimal sovie! 
Spermin. 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschait danke: 
wir fir die Uberlassung von Mitteln, die zur Durchfithrung 
der Arbeit nétig waren. 

















Bemerkungen iiber ungesittigte Dipeptid-anhydride und 
iiber Dehydrierung von Aminosiurederivaten. 


Von 


Max Bergmann. 


ied 
ai.) 


Der Redaktion zugegangen am 15. Februar 19 


Im vorletzten Heft dieser Zeitschrift vom 4. Februar berichten 
fi. Abderhalden und E. Rossner') tiber Versuche zur Gewinnung 
tautomerer Formen von Dioxopiperazinen. Durch stundenlanges Er- 
hitzen von Leucyl-glyein-anhydrid mit Chinolin und viel Tierkchle er- 
hielten sie ein Anhydrid C,H,,0,N,, das nach ihrer Meinung voraus- 
sichtlich ein dehydriertes Leucyl-glycin-anhydrid sein diirfte und bei 
Spaltung mit starker Schwefelsiiure a-Oxocapronsiiure zu geben scheint. 
Abderhalden und Rossner erwihnen nicht, dab schon T. Sasaki 
ind Mitarbeiter?) eine Anzahl ungesittigter Dioxopiperazine bzw. deren 
Acetylverbindungen als Zwischenprodukte ihrer Aminosd&uresynthesen 
nach einer von ihnen aufgefundenen Kondensationsreaktion bereitet 
haben: daB ferner M. Bergmann und Mitarbeiter’) in den letzten 
Jahren aus serin- und cystinhaltigen Peptiden und Peptidanhydriden 
nach verschiedenen neuen Verfahren eine ganze Reihe dehydrierter 
Aminosiiureanbydride hergestellt uad ihren eigenartigen Chemismus ein- 
cehend untersucht haben. Wir haben einige derartige Anhydride in 


') Diese Zs. Bd. 163, S. 149 (1927). 

2) Chem. Ber. Bd. 54, S. 163, 168, 2056 (1921). 

3) Diese Zs. Bd. 140, S. 128 (1924); Bd. 143, S. 108 (1925); Bd. 146, 
S. 247 (1925); Bd. 152, S. 189 (1926); Liebigs Ann. der Chem. Bd. 445, 
S. 17 (1925); Z. ang. Bd. 38, 8.1141 (1925); Naturw. Bd. 12, 8S. 1155 
(1924); Bd. 13, S. 1045 (1925); Liebigs Ann. der Chem. Bd. 448, S. 32, 
38 (1926); Biochem. Zs. Bd. 177, S. 1 (1926); Collegium Nr. 679, S. 488 
(1926). 
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drei genetisch verkniipften, isomeren Formen gewonnen.') Die scho 
hiiufig besprochene’) Aufgabe, Aminosiiureanhydride vom Piperazintypus 
in tautomere Formen umzuwandeln, die Abderhalden seit 1925 exper’ 
mentell bearbeitet, ist, soweit dehydrierte Aminosiureanhydride in Frag. 
kommen, von M. Bergmann und A. Miekeley 1924 am Beispiel de. 
Anhydro-glycyl-serin-anhydrid (Methylendioxopiperazin = Dehydro 
glycylalanin-anhydrid) erstmalig gelést worden. 

In der gleichen Abhandlung beschreiben Abderhalden und 
Rossner die Gewinnung yon d,1-Dileucyl-l-ecystin-anhydrid. Sie ver 
siumen dabei mitzuteilen, daB dieser Stoff — und zwar nach de: 
gleichen Verfahren — schon von M. Bergmann und F. Stather’) her: 
gestellt wurde. Wir haben seine iiberraschend leichte Entschwefelun: 
und Umwandlung in dehydriertes Alanyl-leucin-anhydrid (Iso-methylen- 
isobutyl-dioxopiperazin) beschrieben. 

Im letzten, eben erschienenen Heft dieser Zeitschrift*) teilen ferner 
Abderhalden und Rossner einige Beobachtungen iiber die Umwand- 
lung von Chloracetyl-d-valin, o-Bromisocapronyl-d-valin und Chlor 
acetyl-l-leucin mittels Phosphorpentachlorid in ungesiittigte Verbindunge: 
und deren weitere Umwandlung in «-Ketosiuren mit. Sie erwiahnen 
aber nicht, daB dieselbe Reaktionsfolge von M. Bergmann und F. Stern’) 
am Chloracetyl-d,l-phenylalanin, Chloracety]-l-tyrosin und a@-Broin- 
propionyl-alanin, mit E. Kann und A. Miekeley®) am «-Bromisocaprony'- 
asparagin durchgefiihrt und sogar zu einem Vorlesungsversuch tiber die | 
Umwandlung von Alanin in Brenztraubensiiure ausgestaltet wurde. Wir | 
haben diese Reaktionen unter Verwendung von Acetanhydrid oder Acety!- |. 
chlorid durehgefiihrt und schon die Vermutung ausgesprochen, daB eine 
Beobachtung von E. Fischer und E. Koenigs iiber Zersetzung von 





') Vom Dehydro-phenylalanyl-alanin-anhydrid habe ich neuerding: 
mit A. Miekeley und E. Kann vier isomere Formen erhalten. Eine 
davon (Schmelzpunkt gegen 330°, Diacetat Schmelzp. 87°) liBt sich aus 
der von Sasaki beschriebenen Monacetylverbindung |Chem. Ber. Bd. 54, 
S. 169 (1921)| durch Umlagerung mit Alkalien gewinnen. Durch diese 
Feststellung, daB sich manche ungesiittigten Anhydride bzw. Anhydrid- 
acetate, die nach dem Verfahren von Sasaki gewonnen werden, in 
tautomere Anhydridformen umlagern lassen, ist der Kreis der in tauto- 
meren Formen zugiinglichen Anhydride, wie ich noch mit H. Ensslin 
eingehender zeigen werde, betriichtlich erweitert. 

*) Vgl. z. B. Emil Fischer, Chem. Ber. Bd. 39, S. 569 (1906). 
Untersuchungen iiber Aminosiiuren usw. Bd. 1, S. 42 (1906). 

*) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 448, S. 82 (1926). 

*) Diese Zs. Bd. 163, S. 261 (1927). 

*) Liebigs Ann. der Chem, Bd. 448, S. 20 (1926). 

®) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 449, S. 135 (1926). 
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Bromisocapronyl-asparagin durch Acetylchlorid im Sinne der von uns 
festgestellten Bildung ungesiittigter Verbindungen zu deuten ist. 

Meine Mitarbeiter und ich begriiben es dankbar, da® Herr Geheim- 
rat Abderhalden, den wir durch Ubersendung yon Sonderdrueken 
von unseren Ergebnissen unterrichtet haben, seine Erfahrung und die 
groben Hilfsmittel seines Laboratoriums der von uns dem Experiment 
erschlossenen Bearbeitung tautomerer ungesiittigter Dipeptidanhydride 
und der Umwandlung halogenacylierter Aminosiiuren zuwendet, und wir 
sind gerne zu einer Vereinbarung iiber die von uns abzutretenden Teile 
unseres Arbeitsgebietes bereit. Dagegen befiirehten wir eine un- 
erwiinschte Verwirrung des Schrifttums, wenn Abderhalden und 
Rossner ihre Arbeitspliine und Ergebnisse auf diesem Gebiete in einer 
Form mitteilen, als handelte es sich um experimentelles Neuland. 














Nachtrag zu unserer Mitteilung: Enzyme, Co-Enzyme 
und Biokatalysatoren in koproporphyrinreichen Hefen. II. 


Von 


Hans v. Euler und Hermann Fink. 
(Der Redaktion zugegangen am 18. Februar 1927.) 


In der genannten Mitteilung, diese Zs. Bd. 162 (1927) 


S. 302, Zeile 27 soll stehen: im Pyridinextrakt 
statt: in Pyridinlésung. 


S. 303, Zeile 17 soll stehen: ... da8 die ausschlieBliche Zufubr von Stick- 
stoff in Form niedrigmolekularer Verbin- 
dungen usw. 

statt: ... daB die ausschlieBliche Zufuhr von Stick- 
stoff in einer cinzigen Form usw. 


S. 303, Zeile 23 soll stehen: ... den durch die Art der Ernihrung be 
dingten Anderungen im _ Stickstoffgleich 
gewicht ... 

statt: ... der Art der N-Erniihrung. 








ee 
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